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Zu ( sammenfassung 

Nukleotidsequenzen coryneforraer Bakterien codierend fUr 
an dor Biosynthese von Ii-Serin beteiligte Proteine so- 
wie Verfahren zmr Herstellung von L- Serin 




10 



Die, Erfindung bstrifft Nukleotidsequenzen corynef ormsr 
Bakterien codierend ffir an der Biosynthese von L-Serin 
beteiligte Proteine- sowie Verfahren zur Herstellung von 
L- Serin. 

Durch. deletion von mindestens 79 Aminosauren im 
C-Terminus der Wild Typ serA . Sequenz konnte eine 
3-Pliosphoglycerat-Dehydrogenase mit einer gegenuber detn 
Wild Typ verringerten Feedback inhibition durch L-Serin 
erzeugt werden. 
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Beschreibung 

JSTukleotidsequenzen coryne former Bakterien' codierend -fur 
an der Biosynthese von L-Serin beteiligte Proteine_fcS_p- 
wie Verfahreo zur Herstellung von L- Serin' 



Die Erfindung betriff t Nukleotidsequenzen coryneformer 
Bakterien codierend fur an der Biosyntheee von L-Serin 
boteiligte Proteine sowie Verfahren zur Herstellung von 
L- Serin . 



5 





Die ' Aminosaure L-Serin findet in der Nahrungsmittel-, 
Futtcrmittel- und Pharmaindustrie , sowie in de'z- Human- 
mcdizin Anwendung. Dazruber hinaus dient sie als Bau- 
©tein fur die Synthese weiterer- industriell verwert- 
10 barer Produkte, wie z„ B \ L-Tryptophan aus Indol und 
L-Serin. 

Es ist bekannt, . dass L-Serin durch Fermentation von 
Stammen coryneformer Bakterien. hergestellt werden kann. 
So ist z. B. ein Stamm von Corynebacteriuin glycinophi- 

IS . Jum in der Lage, L-Serin aus Glycin und Kohlenhydra.ten 
zu bilden (Kubota K, Kageyama K, Shiro T und Okximur-a S 
(1971) journal of General Applications in Microbiology , 
17': 167-163; kubota K r Kageyama K, Maeyashiki I , Yamada 
K und Okumura S (1972) Journal 6f General Applications 

2 0 in Microbiology 18: 365) . An der Umsetzung von Glyain . 
#u L-Serin ist hier das Enzym L-Serin-Hydroxymethyl- ■ 
transferase beteiligt (Kubota K und Yokozeki K (1569), 
Journal' of Fermentation and Bioengeneering, 67(6) :387- 
390) , Die verwendeten Stamme weisen daruber hinaus ei- 

25 nen verminderten L-Serin~Abbau aull, der auf eine Ver- 
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ringerung der Aktivitat des Enzyms L- Serin -Dehydratase 
zuruckzufuhren ist (Kubota K, Kageyama K, Sbiro T und 
Okumura 9 (1571) Journal of General -Applications in 
Microbial ogy, 17: 167-168; Kubota K (1985) Agricultural 
5 Biological Chemistry', 49:7-12) . 

Weiterhin wird I.- Serin fermentativ aus Methanol und 
Glycin unter Zuhilf enahme methylotropher Bakterien, wie 
z. B, Hyphomicrohium Statninen, produziert (Izumi Y, Yos- 
hida- T, Miyazaki SS, Mitsunaga T, Ohshiro T, Shiamo M, 
10 Miyata A und Tanabe T (1993) - Applied Microbiology and 

Biotechnology, 39': . 427-432) . In be i den Fallen muss die . 
Aminosaure Glycin als Vorstufe fur dieBildung der Anii- 
nosaure Serin eingesetzt werden. 

Femer sind corynef orme Bakterien bekannt, die L-Seriri 
l£ -direkt aus Kohlenhydracen, ohne zusatzliche Beigabe 
we lterer Vorstufen produzieren konnen 1 . Diese St attune,, 
die zu der Gattung Corynebacterlum. glutamlcum gehoren, 
weisen sich dadurch aus,'dass sie z. B. resistent gegen 
die Ia-Serin-Analoga Serin-Hydrqxamat* und' £-Cliloroalanin 
20 sind. und durch ungerichtete Mutagenese erhalten wurden " 
(Yo&hida H und Nakayama K (1974) Nihon-Nogei-Kagaku- - 
kaishi 48: 201-208) . . 

Daruber binaua sind Brevibacteriuzn 1 flavum Stamthe be- • 
25 kaiint, die durch ungerichtete Mutagenese Defekte iir 
' L-Serin-Abbau aufweisen, eine- erhdhte Aktivitat der 
* durch serA kbdierten 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase 
besitzen, und die aua Escherichia coli stammendeh Gene 
serB und serC uberexprimieren . (EP0931833A2) , DaS hd er- 
■ 3 0 bei verwendete deregulierte serA-Oen wurde durch unge- 
richtete Mutagenese gewonnen und unterscheidet' sich vom 
i Wild Typ Gen nur durch einen einzigen Basenau3tausch,. 
Die Expression dieses Gens beinhaltet den Nachteil, 
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dass es leicht zu etner Reveritierung und damit zur Zu- 
. rftckftthrung in den ' regulierten Zustand komtnen kann. 

Bin Nachteil bisher bekannter 3 -Phosphoglycerat- 
5 Dehydrogenase!! 3 iegt in ihrer Feedback inhibition durch 
L-Serin, wodurch beispielsweise die Produktivitat der 
mikrobiellen Herat el lung von fc-Serin verringert. wird. 
Die Region, die fur diese Regulation durch L-Serin ver- 
aiitwortlich ist, ist der ' C-T.enuinus des Proteins. Aus 
10 WO 93/12235 ist. eine DNA bekannt,- di<s fur sine 

3-Phosphoglycerat-Dhydroge*nase aus. 6- coli codiert, de- 
ren C-Terminus zu 25% verandert, komplett deletiert . ; 

Oder in den' ixi einem bestimmten Bereich eine Insertion 
durchgefxihrt wurde, so dass eine geringere Inhibition ■ ■ 

IB durch L-Serin verzeichnen war. Diese 3-Ph.ospho- \ 
glycerat -Dehydrogenase wies jedoch nur noch eine gerin- 
ge Aktivit.at ' auf . Eine verbeeserte L-Serinprodukti'on 
wurde mit der deregulierten 3-Phosphoglycerat- 
Dehydrogenase nicht nachgewiesen. ! 

20 Die Wild Typ.serA Sequent ist allgemein bekannt und 

kann den dem Pachmann bekannten Datenbanken oder dera . 
beigefugten Sequenzprotokoll gemaS SEQ ID No. 6 ehtnom- •] 
men werden.' 

■ Es ist daher Aufgabe der Erfindung/ Mafinahmen aur Ver- 
' 25 fugung zu stellen, mit denen die zuvor genannfcen 

Nachteil e beseitigt werden kdnnen und die zu einer ver- 1 
be$sert©n Produktion von Li-Serin oder davon ableitbaren 
Stoffwechselprodukten wie z. B. Tryptophan fuhren. Es 
ist somit Aufgabe der Erfindung tiukleirisauren, codie- 
30 rend fur eine 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase, bereit- 
zustellen, die gegemaber nattirlich vorkomraenden 
3- Phosphoglycerat -Dehydrogenasen eine verringerte Feed- i 



.turn m 07 0? Ifi fifi FAXG3 Nr: 546136 von NVS:FAXG3. 10.0201/0 (Seite 24 von 70) 



10 JUL '02 16:05 FORSCHUNGSZENTRUM JtELICH GMBH 

Forschungszentrum JOlich GrntoH 
PT 1.2002/ka-ha-pf 



S. 25/70 
10.07.2002 





back Inhibition durch L-Serin unter Erhalt der Aktivi - 
tat aufweist. Tndlesem Zusammenhang 1st es weiterhin 
Aufgabe der Erfindung eine 3 -Phosphoglycerat -Dehydro- 
genase sowie Mikroorganismen bereitzustellan, die ge - 
5 geniiber natQrlich vorkommenden 3 -Phosphoglycerat - 
Dehydrpgenasen bzw. Mikroprgani3men mit einer 
3 -Phbsphoglycerat -Dehydrogenase, eine verringerte Feed- 
back Inhibition durch L-Serin unter Erhalt der AktivJ - 
t&t aufweisen. Weiterhin ist es Aufgabe der Erfindung, 
10 ein verbessertes Verfahren zur mikrobiellen Herstellung 
von L-Serin bereitzustellen . 

Ausgehend vorri Oberbegriff des Anspruchs 1, 2, 3, 4 oder 
5 wird die Aufgabe erf indungsgemafc gelost, mit den im 
15 kennzeichnenden Tail des Anspruchs 1, 2, '3 r 4. ode.r 

angegebenen Merkmalen. Weiterhin wird die Aufgabe aus- 
gehend vom Oberbegriff des Anspruchs 9 erf indungsgemafc 
gelost, mit den im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 9 
angegebenen Merkmalen.. Die Aufgabe wird auSerdem ausge- 

20 hend vora oberbegriff des Anspruchs 10 erf indungsgemafi 
. geloBt, rait den im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 
10 angegebenen Merkmalen. Die' Aufgabe wird ebenso aus- 
gehend vora Oberbegriff des Anspruchs 11 erf indungsgemafi 
gelost, mit den im kennzeichnenden- Teil des Anspruchs 

25' 11 angegebenen Merkmalen. Die Aufgabe wird weiterhin 

ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 20 erf indungs- 
gemaS gelost, mit den im kemizeichnenden Teil des An- 
spruchs 20 angegebenen Merkmalen. Ausgehend vom Ober- 
begriff des Anspruchs 26 wird die Aufgabe ebenfalls er- 

2 0 findungsgemaS gel6st, durch die im kennzeichnenden Teil 
des Anspruchs 26 angegebenen Merkmale. Weiterhin wird 
die Aufgabe ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 27 
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erf indungsgemafi -gelost , durch die im kennzeichnenden 
Teil dee fcnspruchs 27 angegebenen Merkmale. 

Mit den erf indungsgemafien Nukleinsauren sowie Polypep- 
tiden is* es nunmehr moglich, eine 3-Phosphoglycerat- 
Dohydrognase bereitzustellen, die gegentiber naturlich 
vqrkommenden Oder gentechnisch nicht verandertei) Nuk- 
leinsauren bzw- Enzymen keine bsw. eine verringerte " 
L- Serin Feedback Inhibierung unter Erhalt der 
3 rPhosphoglycerat -Dehydrogenase Aktivitat aufweist* 
Diese tfigenschaft wird im Polgenden unter der Bezeich- 
nung „ dereguliert * 2usammengef asst . Weiterhin ist es 
mdglich Mikroorganismen und Verfahren bereitzustellen, 
mit denen eine L-Serinproduktion mit gegenuber bisher 
bekannten mikrobiellen Verfahren hoberen Ausbeuten mog- 
lich ist. 



Vorteilhaf te Weiterbildungen sind in den Unteranspru- 
chen ahgeg^ben. '■ 



20 




25 



30 



Gegenstand der Erfindung ist die Bereitstellung von 
Nukleinsauren codierend fur eine deregulierte 
3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase, im Folgenden mit PGD 
bezeichnet, enthaltend eine Genseguenz serA gemafi SEQ , 
ID Nq 1, 2 / 3, 4 Oder 5 oder ein Allel, Homolog oder 
Derivat dieser Nukleotid'sequenzen oder mit diesen 
hybridisaerende TKTukleotidsequenzen. Die Nukleinsaure 
gema£ SEQ ID No 1, die fur eine PGD mit .einer Deletion 
von 197 Aminosauren im C -Terminus codiert, bat sich als 
besonders' vorteilhaf t erwiesen. 

Die erf indungsgemifien Nukleinsauren zeichnen sich da- 
durch aus, dafi sie aus coryneformen Bakterien,' bevor- 
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zugt der Gattung Corynebacteriunv oder Brevibacterium 
besonders bevorzugt 'aus Corynebacterium glutamicum i so- 
li ert warden. Bel spiel e fur in S t ammkul turen hinterleg- 
te Wild Typen coryneformer Bakterien' eind, Corynebacte- 
5 ' riurn glutamicum ATCC 13032 sowie Corynebacterium ace- 

toglutamicum ATCC 15806 oder auch Brevibacteriura flavum 
ATCC 14067, Beispiele fur zur Herstellung von L-Serin ■ 
geeignete MuLanten oder Produktionsstamme sind, Orga- 
nismen aus der Gruppe Arthrobacter, Pseudomonas, Nocar- 
10 . dia, Methylobacterium, Hyphomycrobium, Alcaligenes oder 
Klebsiella- Die vorliegende Erfindung wird durch die 
Angabe der zuve>r genannten Bakterienstarame nailer cha- ' 
rakterisiert, die jedpch nicht limit ierend wirkt- 

15 Unter einer Nukleinsaure oder einem Nukleinsaurefrag- 
ment isf erf indungsgemafi ein Polymer aus RNA oder dna 
zu verstehen/.' das einzel- oder doppelsrrangig sein kann 
und optional naturliche, . ehemisch synthetisierte,- modi- 
fizieirte oder artif izielle Nukleotide enthalten' kann. 

20- Der Begriff DNA- Polymer sctiliefit hierbei auch genomi- 
sche DNA, cDNA' oder Mischungen davon ein- 

Qnter AlleTen sind erf indungsgemafc funktionell Aquiva- 
lente, dv h. * im wesentlichen gleichwirkende Nukleotid- 

25 sequenzen zu verstehen. Funktionell aquivalente Sequsn- 
zen sind solche Sequ'enzen, welche trotz abweichender 
Nuklebtidsequenz, beispielsweise durch die Degenerie- . 
rung des gerietischen .Codes bedlngt noch die gewuiiechten 
Funktionen besitzeo- Funktionelle Aguivalente . utnf assen 

3 0 somit naturlich vorkommende Varianten der hierin be- 
schriebenen Sequenzen sowie kunfcstliche B. durch 

chemische Synthese erhaltene und gegebenenf alls an den 
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• Kodongebraucb des Wirtsorganismus- angepasste Nuklectid- 
fcsequenzen . - 

Outer einern f unktionellen Aquiyalent ■ versteht man. ins-' 
•5 besondere auch naturliche oder kunstliche Mutationen 

einer ursprunglich isoiierten Sequenz, welohe weitorhin 
die gewunschte Punktion zeigen. Mutationen umfassen 
Substitutioneh, Additionen/ Deletionen, Vertauschungen 
. oder Insertionen eines oder mehrerer Nukleotidreste . 
10 Inbegriffen sind hier auch sogenannte Sinnmutationen, 
die auf . Proteinebene belspielsweise. zum Austausch kon- 
servierfcer Aminbsauren fuhren k6nnen, welche aber zu •' 
koiner grundsatzlichen Veranderung der Aktivitat des' 
Proteins fuhren und somif f uhktionsneutral sind. Dies 
15 beinhaltet auch Veranderungen der Nukleotidsequenz , die 
auf Proteinebene den N-Terminus eines Proteins betref- 
£en, ohne jedoch die Fu'nktion des Proteins wesentlich 
: zu beeintrachtigen.' 

20 Durch. die vo.rliegende Erfindung warden auch solche 

Nukleotidsequenzen umfasst, welche man durch Modifika- 
tion der Nukleotidsequenz', result ierend in antsprechen- 
den Derivateh, erh&lt . Ziel einer solchen Modif ikation 
kann z. B. die weitere Eingrenzung der darin enthalte- 
25 nen codierenden Sfequenz oder z. B. auch die Bin fugung 
welterer Restriktionsenzym-Schnittstellen sein. 

Aufierdemsind artifizielle DNA-Sequenzen .Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung, solaiige sie, wie oben besihrie- 
30 ben, die gewiinschtcn Eigenschaf ten vermitteln. Solche 

artif •L/'.iellen DNA-^equenzen. konnen beispielsweise durch 
Ruckubersetzung' von mittels computergestutzten Program- 
men (molecular modelling) eratellten Proteinen oder 
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20 
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durch J in-yitro-Selektion ermittelt werden. Besonders 
geeignet- sind codierende DNA-Seguenzen, die durch. Ruck- 
.ubersetzung einer Polypeptidsequenz gemaS der f\ir den 
Wirtsorganismus spezifischen Kodon-Nutzung erhalten 
wurden. Die speasif ische Kodon-Nutzung kann ein mit mo- 
lekulargenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch. 
Computerauswertuxig anderer, bereits bekannter Gene des * 
zu tran.sformierenden Organismus leicht ermitteln. 

Unter homologen Sequenzen. sind erfindungsgemafc solche 
zu verstehen, die' zu den erf indungsgemafcen Nukleotidee- 
quenzen komplementar sind und/oder mit diesen hybrid! - 
sieren:,Der Begriff hybridisierende Sequenzen schlieJSt 
erf indungsgemafc substanziell ahnliche Nukleotidsequen- 
sen aus der Gruppe von DNA oder RNA ein, die unter an 
sich bekannten stringenten Bedingungen eine spezifische 
Wechselwirkung (Bindung) mit den zuvor ^enannten Nukle- 
otidsequenzen eingehen* Hierzu zahlen auch kurze KTukle- 
otidsequenzen mit; einer Lange von beispielsweise 10 bis 
30, bevorzugt 12 bis 15 Nukleotiden. Dies umfaiSt erfin- 
dungsgemafc u.m. auc'h sogenaimte Primer oder Sonden. 

Krfindungsgemafc sind audi die den codierenden Bereichen 
(Strukturgenen) vorausgehenden ( 5 oder upstream) 
und/oder nachf blgenden '(3 "-oder downstream) Sequenzbe- 
reiche e.lngeschlossen, Insbesondere sind hierin Se- 
quenzbereiclxe mit regulatorischer Funktion inbegriif en r 
Sie konnen die Transkription, die RNA-Stabilitat oder 
" die raOA Prozessierung sowie die Translation beeinflus- 
S en. Beispiele fur regulatorische Sequencer! sind u- a. . 
Promo t oren, . Enhancer, pperatoren, Terminatoren oder . 
Translationsverstarker. 
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Gegenstand der Erfindung is.t ferner eine Genstrukttfr 
eritbaltend wenigstens eine der zuvor besohriebenen 
Nukleot idsequenzen codierend fur eine deregulierte PDG 
eowie mit diesen operativ verknupf te regulatorische Se- 
quenzen, welche die Expression der codierenden Secjuen- 
zen in der Wirtszelle steuern. 




• 



Daruber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung einen 
Vektor enthaltend eine Nukleotidsequenz der 2Uvor be- 

10 scliriebenen . Art codierend fur- eine deregulierte PfiG, 

rnit diesen operativ verknupf te regulative Nukleotidse- 
quenzen sowie zus&tzliche Nukleotidsequenzen zur Selek- 
Lion trarisformierter Wirtszellen, fur die Replikation 
innerhalb der tfirtszeile Oder zur Integration in. das 

15 entsprechende Wirtszell-Genom. Ferner kann der erf in- 
■ • dungsgemafce Vektor eine Genstruktur der vorgenannten 
Art enthalten. 
. Als Vektoren eignen sich solche, die in coryneformen 
Bakterien repiiziert werden wie z. B. pZl (Menkel E, 

20 Thierbaoh G, Bggeling L, Sahra H. 19B9, Appl Environ 

Microbiol £5(3): 684-688), pEKEx2 (Eifcmanns et al.j Ge- 
ne 102: 93-98 (1991) pVWEx oder pXMul9 . Andere Plas- . 
midvektaren konnen-'in gleicher Weise verwendet. werden. 
Diese Aufzahiung ist fur die vorliegende Erfindung je- 

2S doch nicht limit ierendl 

. Unter Ausnubzung der erf indungsgeroaSan Nukleins&urese-., 
quenzen konnen entsprechende Sonden oder auch Primer 
synthetifciert una dazu verwendet werden, beispielsv/eise 
30 mit ,Hilfe der PCR-Tcchnik analoge Gene aus anderen Mik- 
roorgan ;l smen*, bevprzugt corynefom\en Bakterien zu 
amplif izieren und isolieren. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch- 
eine Sonde zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
Genen codierend fur ah der Biosynthese von L -Serin be- 
' teiligte Protejne, wobei diese Sonde ausgehend von den 
5 erf ihdungsgem&15en Nukleins&ureseguenzen der zuvor be- 
schriebenen Art hergestellt wird und eine zur Detektion 
geeignete Markierung enthalt. Bei- der Sonde kahn es 
sicb urn einen Teilausschnitt der erf indungsgemafien Se- 
quenz, beispielsweise aus einem konservierten Bereigh 
10 handeln, der z. B , eine Lange von 10 bis 30 oder bevor- 
zugt 12 bis 115 Nukleotiden aufweist und unter stringen- 
ten Bedingungen spezif isch mit homologen Nukleotidse- 
quenzen hybridisieren karm. Geeignete Markierungen sind 
aus der Literatur zahlreich bekannt. Anleitungen hierzu 
15 findet der Fachmann unter .anderem beispielsweise im 

Handbuch von Gait: Oligonukleotide synthesis: a practi- . - 
cal approach URL. Press, Oxford, UK, 1984) urfdbei New- ■ 
ton und Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Hei- 
delberg, Deutschland, 1994) oder beispielsweise 4m 
. t 20 Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybri- 
dization'* der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, 
Deutschland) und bei Liebl et al . (International Jour- ■ 
nal of Systematic Bacteriology (1991) 41; 255-260). 

» 

25 Gegenstand der yorliegenden Erfindung ist ferner eine 

deregulierte PGD oder ein Teil davon,* kodiert durch. ei- 
ne erf indungsgemafie Nukleinsauresequenz getnafi SEQ ID No 1 
1, 2, 3, 4 oder 5 oder deren Variationen der zuvor be- : 
schriebenen Art. Die vorliegende Erfindung betrifft e- ; 
3 0 benso eine deregulierte PGD. mit einer Aminosauresequenz 
gemafc der SEQ ID No 7, 8, 9, 10 oder 11 oder einer mo- 
dif izierten Form dieser Polypeptidsequenzen oder Iso- 
formen davon oder Mischungen daraus . Als besonders ge- 
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eignet hat sich eine 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase 
mit einer Aittiaosiuresequenz gema£ SEQ ID No 7 erwiesen. 

Unter Isoformen sind Enzyme mit gleicher Oder ver« 
5 gleichbarer Substrat- 'und Wirkungsspezif itat zu verste- 
hen, die jedoch eine- unterschiedliche Primarstruktur 

aufweissn. > 

« 

Unter modifizierten Formen sind erf indungsgemaS Enzyme - ; 
.10 zu verst.ehen, bei denen Andenirigen in der Sequenz, bei- 
spiel sweise am W- Terminus des Pblypeptids oder im Be- 
reich konservierter Amjnosauren vorliegen, ohne jedoch 
die Funktion des ^nzyms zu beeintrachtigen; Diese'Ver- 
anderungen k5nnen in Form yon Aminosaureaustauschen 
15 nach an sich bekannten Methoden vorgenommen werden. .' 

' . ..... ■ •. 

• Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Polypeptide 
. n\it der Funktion einer deregulierten PGD, die in ihrer 
Aminosauresequenz derart yerandert sind, dass sie ge- 
20 genuber regulatorisch wirkenden Verbindungen, beir 

spielsweise die sie in ihrer Aktivitat regulierendeh 
Stof fwechsel-Endprodukte (L-Serin) desensitiv sind 
<f eedback-desensitiv), . 

25 Die erfindungsgem&Sen Polypeptide zeichnen sich dadurch 

i . .. 

aus, daS sie aus corynef ormen Bakterien, bevorzagt der 1 
Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium, besonders 
bevorzugt der Art Corynebacterium glutamicum oder Bre- \ 
vibacterium' besonders bevorzugt aus Corynebacterium 
.30 glutamicum stammen . Beispiele fur in stamrnkulturen hin^. 
terlegte Wild Typen corynef ormer Bakterien sind Coryne- 
bacterium glutamicum ATCC 13032, sowie " Corynebacterium 
acetoglutamicum ATCC 15806 oder auch Brevibact erium 
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flavum ATCC 140-67- Bei'spiele fur zur Herstellung voh 
L- Serin geeignete Mutanten oder Produktionssta.mme Sind 
organismen aus der Gruppe Arthrobacter , Pseudomonas , 
Nocardia, Methylobacterium, Hyphomycrobium, Alcaligenes 
5* oder Klebsiella. I5ie vorliegende, Erfindung wird durch 
die Angabe der zuvor genannten Bakterienstamme naher 
charakterisiert., die jedoch nicht limi tierend wirkfc . ; 

• Gegenstand der vorliegendeh Erfindung ist ferner die 
■10 Ubertragung wenigstens einer der erf indungsgemafien Nuk- 
leinsaureseguenzeu Oder eines Teils dayori codierend fur 
eine deregulierte PGD y ein Allel, Homolog oder Deri vat 
davon in ein Wirtesystem. Dies schlieSfc auch "die Uber- ' ' 
tragung eines erf indungsgemaSen Gewkonstrukts oder Vek- 
15 - tors in' ein Wirtssystem ein. Diese ubertragung von UNA 
in eine* Wirtszelle erfolgt nach gentecbinischen Metho- 
' den. Als bevor??'agtes Verfahren sei hier die Transforma- 
tion und besondors bevorzugt die XJbertragung von DNA . 
£urch Elektroporation genannt . . ^ 

20 4 • . i 

Als besonders geeignet bat sich ein homologes- wirtssys- 
tem erwiesen. - Unter einem homologen Wirtssystem sind 
Mikroorganismen zu verstehen, die 'alle einer verwandten 
Familie angehoren. Erf indungsgema£ sind hierunter cory- 
25 neforme Bakterien z\x verstehen, in die- die erf indungs- ■ 
Wn 0 gemafc aus coryneformen Bakterien isolierten Nukleinsau- 

ren eingebracht wercLen. Ein aus einer erfolgreich ; , 

durchgefuhrten Nukleinsaureubertragung resultierender 
tran^formierter Mikroorganismus unterscheidet sicb. so- • 
3 0 niit von dem entsprechend nicht transf ormierten Mikroor- 
ganismus dadurcb/ dass er zusatzliche Nukleinsauren der 
erf indungsgemafcen Art entbalt und entsprechend zur Aus- 
pragung bringen kann, stellvertretend fur ein geeigoe- 
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tes homologes Wirtssystem sei das Bakterium Corynebac- 
terium glutamicum- und bevorzugt der Stamm ATCC 1303?. 
genaimt . Als Kulturmedium 1st je nach Anforderurigen sin 
Komplexmedium v^ie z . *B- LB Medium (T. Maniatis, E.P, 
5 " Fritsch und tf, fiambropk, Molecular Clonin : A Laborato- 
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY 1909}') oder auch' ein Mineralsal zmedium, wie 
z, B. CGXIX-Medium (Keilhauer, C, et al 1993, J. Bacte- 
' riol., 175:5593-5603) geeignet . Nach entsprechender 
10 Kultivierung kanii die Bakteriensuspension geerntet und 
zur weiteren Untersuchung, beiepielsweise zur Transfor- 
mation. <pder zur Isolierung von Jtfukleinsauren nach gan- 
gigeri Methoden eingesetzt werden. Diese Vorgehensweise ; 
kann analog auch auf andere coryneforme Bakterienstamme 
15 angewendet werden. Dabei werden als. Wirt ssysteme • Bakte- 
rien der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium 
bevorzugt . Innerhalb der Gattung Corynebacterium wird 
besonders die Art. Corynebacterium glutamicum und inner- 
. halb der Gattung Brevibacterium besonders die Art Bre- 
. 2 0 yibac'terium flavum bevorzugt, Zu den Vertretern dieser 
Gatfcungen zahlen ziim einen Stamtne, die in ihren Eigen- 
schaften als Wild Typ charakterisiert sind. Hier sind 
beispielsweise Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, 
Corynebacterium glutamicum ATCC 14752, Corynebacterium 
' ,25 ' ace'toglutamicum ATCC 15806, Corynebacterium acetogluta- 
micura ATCC 15806, Corynebacterium melaesecola ATCC ' 
17965, Corynebacterium thermoaminogenes PERM BP-153 9, 
Brevibacterium flavum ATCC 14067, Brevibacterium lacto- • ' 
ferment urn ATCC 13669 und Brevibacterium divaricatuiu 
3 0 ATCC 14 020 zu nennen. 

Darftber hinaus schliefit die vorliegende Erfindung auch 
BakterieriStamme als Wirtssystem ein,- die sich als 
L-Serin produzierende Mutanten oder Aminosaureprodukti - 
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onsstarame auszeichnen. Diese k6niien . z . B. ausgehend von . 
■ wildtypstattvmen durch klassische (chemische oder physi-. 
kalische) odor gentechnische Methoden hergestellt wer- 
den. Beispiele fur erf indungegemafi geeignete Stamme ' 
5 sind u, a. Corynebact er ium glutamicum ATCC 21586, Cory- 
nebacterium glutamicum KY 10150, Corynebacterium gluta- 
micum ATCC 13032ApanBC und Brevibacterium ketoglutamd - 
cum ATCC 21222. Ferner sind. erf indungsgema£ auch dieje- • 
nigen Produkt ions stamme geeignet, die dem Fachmann aus 
10 roikrobiellen Herstelliingsverf ahren bekannt sind, wie 

z. B. Enterobacterien / Bac.illaceen oder Hefe-Artei). Die 
vorliegende. Erfindung wird durch die ausgewahlten Bei- 
' spiele an Mikroorganismen naher charakterisiert , .jedocb * ; 

nicht limitiert. 

15 ' 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen gena- 
tisch verandert^n Mikroorganisnrus enthaltend in repli- • 
.zierbarer, Form eine. erf indungsgemafie Nukleinsaure der 
zuvor beschriebenen Art*, welche im- Vergleich zu dem 
20 entsprechend nicht genetiscb ver^nderten Mikroorganis- 
mus verstarkt expr imiert . wird und/oder deren Kopienzahl 
erhoht ist . , t , 

Ebenso umfasst die vorliegende Erfindung einen gene- 
ts tiseh veranderten Mikroorganisrnus enthaltend .in repli - 
. zierbarer Form eine Genstruktur oder einen Vektor der 
zuvor beschriebenen. Art . 

Gegenstand der vorliegenden Brfindutig ist daruber hin- 
3 0 aus auch ein genetisch veranderter Mikroorganisrnus exit- ' 
haltend ein erf indungsgemafiea Polypepti^ mit der Funk- 
ti'on einer deregulierten PGD» der zuvor beschriebenen' 
Art, welches eine im Vergleich zu dem entsprechand . 
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nicht genet isch vreranderten Mikroorganismus eine ver - 
, ringerte bzw. keine feedback Inhibierung durch L -Serin 
unter Erhalt der PGD-Aktivitat aufweist. Ein erfin- 
dungsgemaf* genetisch veranderter Mikroorganismus zeich- , 
5 net sich feme* dadurch aus, daft er ein coryneformes 
Bakter.ium, bevorzugt der Gattung Corynebacterium oder 
Brevibacterium, besonders bevorzugt der Spezies Coryne- 
bacterium .glutamicum Oder Brevibacterium f lavum ist . 

ao. Prinzipiell kqnnen Gene- durch an sich bekannte Metho- 

den, wie beispielswei se die Polymerase-Ketten-Reaktion . 
' (PCR) mit Hi! f e von kurzen, synthetischen Nukleotidse- 
quenzen (Primem) amplif iziert und anschlieftend iso- 
, liert. werden. Die Herstellung der verwendeten Primer 
X5 ■ erfolgt im Allgemeinen anhand bekannter Gen.secpaenzen 

aufgrund bestehender Homologien in konservierten Berei- 
chen der Gene und/oder unter Berucksichtigung des <3C- 
: Gehalts'der DNA des zu untersuchenden Mikroorganismus. . 

20 Eine .weitere Vorgehensweise zur isolierung yon codie- 
renden Nukleotidseguenzen ist die • Komplementation von . 
sogenannten Def ekt -Mutanten des zu untersuchenden Orga- 
nismusses, die zumindest phanotypisch einen Funktions- ■ 
verlust in der Aktivitat; des zu Untersuchenden Gens 
2b oder entsprechenden Proteins auf «i sen. Unter- einer 

Komplementation. ist die Aufhebung des Gendefektes dor 
Mutanbe und weitgehende wiederherstellung des ursprung- ■ 
lichen ■ arschainutigsbildes vor der Mutagenese zu verste- 
hen, die durch die Einbringung £ unktioneller Gene oder . 
30 Genfragment© aus dem zu untersuchenden Mikroorganismus . 
erreicht wird. 
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Ein klassisches Mutag.enese-Verf ahren zur ' Hers Lei lung 
von Defektmutanten ist beispielswe.ise die Behandlung • 
der Bakterienzellen mifc Chemikalien wie 2 , B 1 -. 
N-Methyl-N-Nitro-N-Nitrosoguahidiri Oder UV-Be&trahlung* 
5 • De'rartige Verf ahren ?ur Mutat j ongausiosung sind all- 
g'emein bekannt und konnen unter anderem bai Miller 
{A Short Course in Bacterial • Genetics, ' A Laboratory Ma- 
nual and Handbook for Escherichia coli and Related Bac- 
teria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) oder 
10 Jm Handbuch "Manual of Methods for General Bacteriolo- 
gy" der American Society for Bacteriology' (Washington 

D,C, USA, 1981) nachgelesen warden. 

* t ' 

. i 

i 

Die vorliegende Erfindung betrif ft dartiber hinaus eiri • ' 

15 . Verf ahren ssur tnikrobiellen Herstellung Von L^-Serin, wo- 
bei • wenigstens eine der erf i n dungs gemafeen. Nukleinsaii- 
ren, isoliert aus einem corynef ormen Bakterium,, in ei- 1 . 
nen Wirtsorganismus ube±tragen und dort exprimiert wer- 
den, wcibei die Genexpression und/oder die Aktivitat des 
20, entsprechend kodierten Polypeptids gegenuher . dem ent- 
sprechend .hicht genetisch veranderten Mikroorganistnus 
' . erhoht ist, .dieter genetisch veranderte Mikroorganisrtius 
sur mikrobiellen Herstellung von L-Serin eingesetzt 
wird. und das eritsprechend. gebildete L- Serin aus dem . 
25 . Kulturmedium isoliert wird'. 

2ur * Erzielutig einer erhohten Geriexpression. (ftberexpres- 
sion) kann die Kopien^ahl der entsprechenden Gene er- 
hoht warden. Ferner kann die Promotor- und/oder Regula- 
tionsregion und/oder die. Ribosomenbindungsstelle, die 
30 sich stromaufwarts des strukturgens foef indet , eritspre- 
chend so "Verandert werden, dass die Expression mit er- 
hohter Rate erf olgt ♦ In" gleicher Weise wirken Expressi- 
onskassetten, die stromauf w&rts des strukturgens elnge- 
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■ baut werden. Durch induzierbaire Promotoren ist es zu- 
.satzlich moglich, die Expression im Verlaufe der fer- • 
mencativen L-Serin Produktion zu steigem. Durch Ma£- 

i 

nahmen' zur Veriangeirung der Lebensdauer der mRNA wird 
3 ■ ebenfalis die Expression verbessert. Die' Gene odor Gen- J 
Iconstrukte kormen entweder in Plasmiden mit unter- 
' Gchiedlicher Kopienzanl vorliegen oder im Chromosom in- 
* tegriert und amplif iziert sein. Weiterhin kann auch die 
Aktivltat des Enzyms selbst erhoht sein oder durch die 
10' Verhinderung des Abbaus des Enzymprotbins verstarku 

werden. Alternati v kann femer eine Uberexpression der 
betreffendeh Gene durch Veranderung der Medienzusammen~ 
setzung und Kulturf Cihrung 'erreicht werden. 
Anleitungen hi.erzu findet der Fachmanri unter anderem 
'15 bei Margin et al - (Bio/Technology 5, 137-145 (1987)), 
bei Guerrero et'&l.. (Gene 138, -35-41 (1994)), Tsuchiya 
und Morinaga (BioRechnology 6, 428-430 (1988))/ bei 
Eitanarins et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), in der Euro-r 
paischen Patentschrif t EPS .0 472 869, im US Patent 
20 4,601,893, bei Schwarzer und POhler (Bio/Te.ohnology 9, ■ , 
84-87 (1991), bei Reinscheid et al . . (Applied and Envi- . , 
ronmental Microbiology 60,' 126-132. (1994)), bei LaBarre ' 
et al. (Journal, of Bacteriology 175, .1001-1007 (1993)), 
in der Patehtanmeldung WO 96/15246 ,. bei Malumbres et' 
25 al- (Gene 134; 15-24 (1993)), in der japanischen Offen- . \ 
legungsschrift JP - A* 1*0-229891 , bei Jensen und Hammer 
(Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)), 
bei Makrides (Microbiological 'Reviews; 60:512-538 
(1996) J und in bekannten Lehrbiichefn der Genetik und 
3 0 Mplekularbiologie . 

Die erf induhgsgema£ nergestellten genetisch veranderten 
Mikroorganismen konnen kontinuierlich oder diskontinu- 
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ierlich im foabch-Verf ahren (Satzkultivierung) oder im 
• fed batch (Zulaufverf ahren) oder repeated fed batch 
Verfahren /(repetitives Zulaufverf ahren) zum Zwecke der 
Produktion von L-Serin kultiviert warden. Eine k Zusam- 
5 menfasBung Ober bekanntc Kultivierungsmethoden sind im 
Lehrbuch von Chmiel (Bidprozesstechnik 1. Einfuhrung in 
die Bioverf ahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stutt- 
gart, 19 91)) oder im Lehrbuch von Stprhas (Bioreaktoren • 
und periphere Einricbtungen (Vieweg Verlag,' Braun- 
10 schweig /Wiesbaden, . 1994) ) beschrieben. 

Das ssu verwendende Kul turrnedium muss in geeigneter Wei-, 
se den Anspriichon der jeweiligen Stamme genugen. Be- 
achreibungert von Kulturmedien verschiedener Mikroorga- 
15 nismen sind im Handbuch "Manual of Methods for General 
Bacteriology 11 der American Society for Bacteriology 
(Washington USA, 1981) enthalten, Als. Kohl en- 

stof f quelle k6nnen Zucker und Koblenhydrate wie z. B. 
Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melae- 
20 se, Starve und Cel-lulose, 6le und Fette wie z. B. Soja- 
6l # Sormenblumendl , Erdnussol und Kokosfett, Fettsauren 
wie z. B. Palmitinsaure, St-earinsaure und Iiinolsaure, 
Alkohole wic z, T*. Glycerin und* Ethanol und organische 
Sauren wie z. 3. Essigsaure verwendet werdan. Diese 
' 25 Stof'fe konnen einzeln oder als Mischung verwendet wer- 
den. Als St ickstoff quelle kdnnen organische stickstoff- 
• haltige Verbindungen wie Peptone, Hef eextrakt , ' Fleisch- 
extrakt,, Malzextrakt , - Maisquellwasser, Sojabohnenmehl 
and Harnstoff oder anorganische Verbindungen -wie Ammo- 
.30' niumsulfat, Airanoniumchlorid, Ammoniumphosphat , Ammoni- 
umcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die 
St ickstoff quell en konnen einzeln oder als Mischung ver- 
wendet werden. Als Phosphorquelle konnen Phosphorsaure, ' 
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Kaliumdihydrogenphosphat oder Dilcaliumhydrogenphosphat 
oder die entspreohenden Natrium haltigen Salze verwen- 
det werden. Das Kult.urmed.ium muss weiterhin Salze \roxi 
Metallen enthalten wis z. Magnesiumsulf at oder Ei- 
5 sensulfat/ die fur das Wachstum notwendig sind. 

Schliefilich konnen essentielle Wuchsstoffe wi!e Amino- 
sauren und Vitamine ' zusatzlich zu den oben genannten 
Stoffen eingesetzt werden, Dem Kulturmedium koiinen 
uberdies geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die ge- 
10 * nannten Einsatzstoff e konnen zur Kultur in Form eines 
einma") igen Ansatzeg hinzu gegeben oder in geeigneter 
Weise wahrend der Kultivierung zugefOttert werden. » 
Zur pH-Kontrplle der Kultur werden basische Verbindun- 
■ gen vtfie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. 
15 . Ammoniakwasser oc}er saure jVerbindungen wie PhosphorsS-u- 
re* oder Schwef elsaure in geeigneter Weise eingesetzt. 
Zur Kontrblle der Schaumentwicklung ' k6nnen Antischaum- 
mittel wie z. B . Fetts&urepolyglykolester eingesetzt 
werden. Zur Auf rechterhaltung der Stabilitat von PUs- , 
'20 miden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkendfc 

Stoffe s. 3. . Antibiotika hinzugefugt werden. Urn, aerobe 
■Bedingungen auf recht zuerhalten werden Sauerstoff oder 
sauerstof fhaltige Gasmischungen wie z. B*, Luft in die 
Kultur eingetragen. Die Temper atur der Kultur liegt 
25 normalerweise bei 20°C bis 45°C und vorzugsweise bei 
25 °C bis 40°C > Die Kultur wird so lange fortgesetzt, 
bis sich ein Maximum an L-Serin gebilc^et hat. Dieses 
Ziel wird normalerweise innerbalb von 10 Stunden bis 
160 Stunden erreicht. 
30 Die Analyse der L-Serin-Bildung kann durch Anionen- 

austauschchroraatographie- mit anschlieiSender Ninhydrin 
Derivatisierung erf olgen so wie bei Spackman et al . 
(Analytical Chemistry, 3 0 , (1958) , 1190) beschrieben, 
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oder sie kann durch reversed Phase HPLC erfolgen so wie* 
bei Lindroth et al. (Analytical Chemistry (1979); 51: 
-1167-1174) beschrieben. . 

5 Die Mikroorganismen, die Gegenstand .der vorliegenden 

Erfindung sind, konnen L-Serin aus Glucose, Saccharose, ' 
Lactose, Maanoee, Fructose, Maltose, Melasse, Starke, 
Cellulose oder aus Glycerin und. Ethanol. herstellen. Es 
kann sich urn die zuvor bereits naher beschriebenen Ver- 
10 treter. coryneformer Bakterien handeln.. Eine Auswahl an 
Ergebnissen der Fermentation ist in Tabelle 6 darge- 
stellt. Hierbei zeichnen sich die erfindungsgema.fi gene- 
tisch verianderten Mikroorganismen durch eine wesentlich 
verbesserte L- Serin- Produkt ion gegenuber den 1 entspre- 
15 chend nicht transf ormierten Mikroorganismen (wild Ty- 
pen) oder den Mikroorganismen aus, die lediglich den 
Vektor ohne Gen- Insert enthalten. In. einer besonderen 
Ausfuhrungsvariante der vorliegenden Erf indung ist ge- 
sseigt, dass die Uberexpression des homologen C-terminal 
20 verkurziten sarA-Gens in C. glut ami cum ATCC 

13032DpanBCpZlserAAl97 zu einer wenigstens 40%igen 
Steigerung der Ij- Serin AJckumulation im Medium im Ver- 
gleich zu den Kontrollstammen fuhrt (Tab. 6) , Durch die 
gemeinsame "Uberexpression weiterer Gene, die positiv 
25 auf den L-Serinbiosyntheseweg wirken, ist eine n'och 

weitere Steigerung der- L-Serin-Produktion zu erwarten, 

Unter Aminosaure-Produktionsstammen sind im Si'nne der 
vorliegenden Erfindung Corynebacterium glutamicum- 
30 Stamme oder homologe Mikroorganismen zu verstahen, die 
durch klassische und/oder molekulargenetische Methoden 
derart verandert sind, dass ihr Stof f wechself luss ver- . 
starkt in die Richtung der Biosyntoese von Aminosauren 
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. od©r deren Abkdmmlingen verlauf t . (metabol j c enginee- 
ring) .. Beispielsweise sind bei diesen Aminoeaure- 
• Produktionsstammen ein-odfcr mehrere Gen (e) : und/oder die 
korrespondierenden Enzyme, die' an ©ntscheidenden und 
5 entsprechend komplex regulierten SchlttBselpoeitionen ■ 
des ,5to££wechselweges (Flaschenhals) stehen ih ihrer 
Regulation verandert oder sogar dereguliert. pie vor- 
liegende Erfindung umfasst hierbei s&mtliche bereita 
bekannt.e .Aminosaure-Produktionsstainme, bevorzugt der ; 
10 Gattung Corynebacterium oder . homologer Organismen. Fer- 

ner sind erf indongsgetn&£ auch diejenigen Produkt'ione- % . 

st amine umfaJSt , die der Fachmann, in Analogie au Erkennt-' . 
nissen aus anderen Mikroorganismen, beispielsweise fin- • 
terobacterien, Bacillaceen oder Hefe-Arten nach gangi- 
15 gen Methoden herstellen kann. 

i 

Die Figuren zeigen beispielhaf t verwendete Plaamide so- 
ttie einen Vergleich der Primarstruktur der PGD und mit- 
tels PCR konstruiarter Allele von 5erA. 



20 



Es zeigt \ 




Fig. 1: Verg.leich der Primarstruktur der 3-Phospho- 
glycerat -Dehydrogenase (PGD) aus ' ver'schiedenen Organis- 

25 men; Skalierung entsprioht der Anzahl an Aminosauren 

der corynebakteriellen' PGD; 3Sf = Amirioterminus ; C « Car- 
boxyterminua; der mit' einer hell grauen Fl&che markier- 
to Bereich A- stellt die Nukleotid-Bindungsstelle dar; 
der mit einer dunkel grauen Flache markierte Bereich B 

30 stellt die Substrat-Bindungsstelle dar; der schwarz 

markierte Bereich G stellt* die Inhibitor-Bindungsstelle 
dar - 
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Daruber hinaus gibt es zwei weitere Gruppen von 
3-Phosphoglycerat-Dehydrogenasen, die exemplariseh 
durch JJ. coli (Tobey K.L - und Grant G.A., 1986, J. Bi- 
ol. Chem., 261*: 12X79-12183) bzw, Thermo toga mar it ima 
5 (GenBank-Accession-Nummer AE000512) vertreten sind. 

Hierbei ist das Protein des hyperthermophilen Bakteri- 
urns T\ ..maritlma mit einer Lange von 327 Aminosauren am 
kttrzesten, wahrend die 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase 
aus coll mit 410 Aminosauren eine intermediare Lange 
,10. aufwe'isfc. . ■'*•.' 

Fig. 2: tJbersicht uber die mitteXf? PCR konstxuierten . 
Allele von serA, die fur die deregulierte, C- terminal 
.verkurzte PGD codieren. Gezeigt ist der serA-Genbereich 
IS des Wild. Typs (obeo) und die erf indungsgemafcen Deleti- 
onskonstrukte. Die hell, dunkel und schwarz markierten 
Bereiche entsprschen der Definition wie in Fig. 1, 

Fig. 3 : " Plasmidvektor pZlserA 
20 Fig. 4; plasmidvektor pZlserAA79 
Fig. 5: .Plasmidvektor pZl&erAAl 88 
Fig. 6= Plasmidvektor pZlsrejrAAl97 
Fig. 7: Plasmidvektor p21serAA205 , 
Fig, 8: Plasmidvektor pZlserAA2ll 
25 . 

V 

An s f -li&rurig sb e i sp 1 e 1 g . 

1. Gezielt.e Deregulation, der 3 -Pliosphoglycereit- 
, Dehydrogenase aus C. glutajnxaum 

3 0 ^^^^^^^^ ^ z t er Aminosaur es ecruenz - Vergl e i_ch__der 
3 w jghggphog 1 y c era t - Dehydr og enase jaus^torjgig^c: t eri urn 
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crlu tamicuii) mit 3- Phosphoglycerat -Dehydro genasen an- 
' derer Organ! ame n 

E£ .wurde zun&chst- eine Strategie * zur Konstruktion einer 
5 deregulierten 3 - Phosphoglycerat- Dehydrogenase • entwl- 
ckelt. Es wurde. die Sequenz des serA-Gens, das fur die 
3 -Phosphoglycerat -dehydrogenase von C. g-lutcunlcum ko- 
diert, aus der Patent- Da tenbank v.erwendet (Nakagawa, S . , 
Mizoguchi,H- , Ando,S.,. Hayashi , M- / Ochiai, K. , Yokoi,H.. f 
, io Tateishi c N., Senoh,A. , lkeda,M. and Ozaki,A. Patent: EP 
1108790-A 7064 20- JUN-2001 ; KYOWA HAKKO KOGYO CO., LjTD . ' 
(JP) ; Pompejus,M. r Kroeger,?., Schroeder , H. , Zelder,0.. 
and Kaberhauer , G Patent : WO 0100843-A 167 04-JAN-2001 ; 
BASF AKTIBNGESEIiLSCHAFT (DE) ) . Die vora &&rA-G<BTi (SEQ-. 
15 ID-No. 12) von Corynebacterxum glutamicwn abgeleitete 
Polypeptidkette wurde dawn mit entsprechenden 
3 - Phosphoglycerat - Dehydrogenasen aus der Datenbank ' ' 

1 (GenBank) verglichen. Es zeigte sich, dass die 

3 - Phosphoglycerat -Dehydrogenase aus C. o\Iutainicuzn wis 
20 die aus Mycobacterium tuberculosis (GenBank- Access ion- . 
Nummer AIil23456) und ' einigen anderen Bakterien wie Ba- 
cillus subtilis (Sorokin,A., Azevedo, V. , Zumstein, E . , 
Galleron,]Si. , • Ehrli-ch,S.D. und Serror,P- Microbiology 
142 (Pt 8), 2005-2016 (1996)) und Aquifex aeolicuB •. . 
25 (GenBank-Accession-Nummer AE000657) mit 530 Aminpaauren 
ausserordentlich lang ist. £u dieser Gruppe von Ensytnen 
zahlen auch die 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenasen aus 
' Tieren wie Ratte (Achouri Y . , Rider M.H. , Van Schaf tin- 
gen E , und Robbi M,, 1997 , -Biochem- J,,. 323:365-370) 
30 • und Mensch (Cho HM, Jun DY, Bae MA, Ahn JD, Kim YH. , 

2000, Gene 245 (1) : 193-201) sowie Pflanzen (z> "B. Arabi - 
dopsis thalxana.} Ho CIj, Saito K. , 2.001, Amino Acids. 
20 (3) :243-S9) . Die Analyse der Rontgenstruktur des &- 
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eoli-Enzyms ergab, dass es aus drei funXtionellen 'Dom&- 
non besteht: einer Nukleotidbindedomaue (Aminosaure 108 
bas 294) fur die Bindiong .von NAD/H, einer zweigeteilten 
Siibstr'atbindedomane (Aminosaure 7-107 und 295-336) , an 
5 der das 3-Phosphoglycerat ■ bindet , sowie einer C-termi- 
nalen regulatorischen Domane (Aminosaure 337-410), die 
fur die aliosteriscbe Bindung des L- Serin verantwort- , 
l.icb isfc (Schuller DJ, Grant GA, Banaszak LJ . , 1995, ' t 
Nature Struct. Biol. Vol 2 1:69-76). Der Minosaurese- 1 
10 quenzvergleich der drei 3-Pbosphoglycerat-Dehydro- 

genas^-Typen ergab, dass sie sich im Wesentlicben in 
der L#nge der* c-terminalen regulatorischen Domane un- 
terscheid&n (Abb. 1) . 

IS Eine Clusteranalyse, der 3 -p'hosphoglycerat-Debydro^ 

genasen, die aue? vollstandig sequenzierten Genomen -be- 
kannt Bind, ergab, dass trotz der Untarscbiede im 
C-Terminus alle diese Profceine zxi einer Familie von 
Orthologen zableri, .d. b. sie. besitzen einen gemeinsamen 
20. evolutiven Ur'sprung, haben sich aber in' den verschiede- • 
nen Species unterschi.edlich entwickelt . . ^ 




• b) Kons truktion von A ll el en des serA-Gens von C. .gluta - 

ml cum mitt els ^ PCR die fur C- terminal ve rkarzte 3^ 

2 6 Pbogphoal vc erat r Dehydro ggnag^^i^^^i ne codi e ren 

Es warden funf verschiedene Muteine der 3-Pbospho- 
glycerat -Dehydrogenase von C. glutamlcum erzeugt, die 
am C-Terminus unterscniedlich lange Deletionen aufwie^ 
3 0 sen. (Abb, 2) . Die Konstruktion der Deletionsmutanten 
erfolgte ebenso wie die Isolierung des Wild Typ serA- 
Gens mittels PCR. Hierzu wurde ein PCR-Primer (serA-f : 
5 ' - T CTAG AGC C GGAGACGTGAATAAAAT - 3 * ) erzeugt , der bomblog 
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zu ein.er Region 240 bp vor dem Start -codon des Gens 
• war, urn so den' gesamten Promotorbereich zu erfassen. 
Dieeer Primer wurde fir alle Konstrukte gleichermaSen 
verwendet und tragt am 3.' -Ends sine Schnittstelle fur . 
5 das Restriktionsenzym JCbal., zur Atnplifikation des voll- ' 
standigen serA-Cens wurde ein zweiter, revers -komple- 
mentarer. Primer ausgewahlt, dsr 199 bp hinter dem Stop- 
Codon lag und eine BamHI-Restriktionsschnittstelle 
r.ragt (sejrA-r: S " -GGATCCGACTGGTGAGGGTCAAGTCC- 3 " ) - DaS 
ig erwartete PCR-Produkt hat eine Lange von 2040 bp. Z.ur x 
Erzeugung der Deleti'onen warden revers-komplementare 
Primer -ausgewahlt, die itn Genbereich liegen, und alle 
.ebenfalls eine Schnittstelle fur BamHl tragen, Der pri- 
mer aerAA211-r ( 5 * • GGATCCTTAACCGGAAACGT?1'CACAGC3 - ) liegt 
15 95 6 bp hinter dem Start-Codon, so dass ein 1196 bp lan- ' 
ges- PCR-Produkc entsteht. Hierdurch warden die letzten 
.211 Aminosauren der 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase ab- 
geschnitten. Die Deletion liegt etwa im Bereich de& 
vermutlichen Obergangs yon Substratbinde- zu regulato- 
20 rischer Domane (vergl. Abb. 1 und Abb. 2). Der Primer 

serAA20S-r ( 5 '* - GGATCCTTACTCTTCGCCCACGCGACC3 ' ) liegt 974 
bp hinter dem Start-Codon und das zu erwartende PCR- 
Produkt hat eine L&nge von 1214 bp. Die C-terminale De- 
letion betragt in diesem Pall .205 Amiriosauren und das 
25 Protein endet hinter der Aminos aure Glutamat an Positi- , 
on 325. Der ungerichtet erzeugte Austausch dieser Ami- 
nosaure zu liysin fuhrt in C. fflutamicum zu einer Dere- 
gulation der 3 -Phosphoglycer at -Dehydrogenase (BP 0 931 
.833). Beide. Del etionen liegen in einem Bereich, in dem 
3 0 auch die Deletion (A209 Aminosauren) des Proteins aus ■ 
Ratte erzeugt wurde (Achouri Y., Rider M.H. , Van Schaf- 
tingen E - und Robbi M. , 1997, Biochem. J- , 323:365- 
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370)', Die beiden Primer serAA197-r 

( 5 *" - GGATCCTTA&GCCAGATCCATCCACACAG3 " ) unci serAAlSS-r . 
( 5 ' -GGATCCi^ACTTGCCAGCAAGAAGACC3 " ) liegen 998 bp bzw. . 
' X02B bp hinter dem' ATG. und bef inderi sich stromaufw&rts 
5 vom Ubergang Substratbindedomar.e zu regulatorischer Do- 
mane in £7. coli. Die nach PCR 2U erwartenden DNA- 
•* Fragmente erzeugen Polypeptidketten die entsprechend um 
197 bzw. 188 Aminos&uren kurzer sind als die vollstan- 
dige 3 -Phoephoglycer at- Dehydrogenase . Die kurzeste De- 

10" letion wird durch Primer serAA79-r (5'- 

GGATCCTTAATCCAGGCCACGGCCATT3") erzeugt und schneideC 
den Bereich von 79 Aminosauren ab, der die grofi'te Ahn- 
licbkeit zur regulatorischen Doraane von £. coli auf- 
weiet (Abb. 2), Zusatzlich wurde in alien revere- 

15 kompl^mentaren Pritnern, die zu ei.nem verkurzten Protein 
iuhren sollen hinter der Scbnittstelle das Stop-Codcn > 
TAA eingefugt. 

Die PCR-Reaktion wurde in 30 Zyklenln Gegenwart von 
2 0 2 00 m m Deoatynuklcotid-trxphospliaten (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP) , -je 1 )M des entsprechenden Oligonukleotids, 100 , 
. -rig chromosomal er DNA von Corynebacterium grlufcamicum 
ATCC13032, 1/10 Volumen 10-fach Reakfcionspuf f er und 2,6 
Einheiten ciner hitzestabilen Taq-/Pwo~DNA- Polymerase- . 
25 Mischung (Expand High Fidelity PCR System der Firma Ro- 
che Diagnostic,©, Mannheim, Deutschland) in einem.Ther- 
mocycler (PTC- 100 , MJ Research, Inc., Watertown, • USA) 
unt-er f.olgenden Bedingungen durchgef uhrt : 94 "C fftr 60 
Sekunden, 50°C fur 90 Sekunden und 72°C fur 2 Minuten. . 



30 



Nach der PCR-Reaktion wurden die erhaltenen DNA- 
Fragmente mit dem QlAExII Gelextraktionskit (Qiagen) 
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nach Angaben des . Herstellere aus einem 0 ,8 %igen Agero- 
se-Gel isolierfc, blunt -end mit Hilfe des Sure Clone- 
Kits (Amershatn Pharmacia Biotech) in die SmaJ- 
Schnittstelle des Vektors pUCia kloniert. Die Plasmide 
wurden durch Restriktionskartierung auf Richtigkeit 
uberpruft. Diese Klonierung erfolgte in dem Escherichia 
coli Stamm DHSamcr (Grant et al.. Proceedings, of the 
National Academy of Sciences of the United States of 
America USA (1990) 87:' 4645-4649) . 



■Anschliefiend 'wurde das serA-Gen und die serA-Deletions- 
konstrukte in. den aoli/C. glufcamicum Pendelvektor 
• p21 (Menkel B, Thierbach G, Eggeling L, Sahm H- , 1989, 
Appl Environ Microbiol 55(3) : 684-688) kloniert . Der 
15 ' vektor vermittelt eine Kanamycin-Resistenz. Hierzu wur- 
.den die Inserts der Deletionskonstrukte jewel Is mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI aus dem pUC18- * 
Vektor ausgeschnitten. Die uberhangenden DNA-Enden wur- 
den mittels Klenow-Behandlung aufgefullt und die Prag- 
20. menta warden blunt-end in den Scal-geschnittenen Vektor 
' pZl ligiert. Das Wild Typ' serA-Gen wurde nach EcoRI- 
' Restriktion ebenfalls Klenow behandelt und blunt-end in. 
den. Seal -geschnittenen Vektor pZl ligiert- Die so er- 
haltenen Konstrukte wurden pZlserA (Abb. 3) f pZlserAA79 
25 (Abb! 4), pZlserAAlSB (Abb. 5) , pZlserAA^ (Abb.. 6) , 
P ZaserAA205 (Abb.' 7) und' pZlserAA211 (Abb. 8) genannt . 

.2. Ubereacpression des Wild Typ serA-Geae sowie der 
veirkurzten serA-Allele in C. fflutamicvtm 



30 



Die Plasmide pZlserA, pZlserA479, pZlsterA4188 
pZlserA4l97 pZlserAd205 und pZlserA4211 wurden durch 
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Elektroporation ©inzeln in C- glutamicvxn eingebracht- 
;Als Kontrolle vmrde das Leerplasmid pZl ebenfalls rxach 
C. g-lutamlcujM ATCC 13032 elektroporiert . Dd/e .so erhal- 
tenen Stamme I3032p2il / l3 032p21serA, l3 032p&iserAA79, ' 
5 13032pZlserilAl88, 13032pZlserAAl97, 13032pZlsrejrAA2 0'5 » 
und 13 03:2pZl;ser.AA211 wur'den dann auf llifberexpression - der 
3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase mittels 3-Phospho- 
.glycerat -Dehydrogenase -Enzymt est analysiert. Hierzu 
wurdeh die sechs Stamme in Komplexmedium (CgXII = 2,5 g 
10 . NaCI , 10 g Baeto-Peptone, 10 g Bacto-Yeast Extract, pH . : 
7,4 rnit-2 %.Glukose) gezuchtet, und das Minimalmedium 
CGXII jeweils aus .den Vorkulturen getrennt beimpft- Das ■ ' 
Medium war identisch. mit dem bei Keilhauer.et al , be- 
schriebenen Medium CGXII (Journal of Bacteriology 
. 15 (1993)' 17S; 5593-5603), enthielt aber zusatzlich 25 . . 

jug/mii Kanamycin. Die Zusammenset zung des yon Keilhauer 
et al- beschriebenen Mediums ist in Tabelle 1 darge- 
stellt. 



if i im ACS A "7 AO << c.co r- a n, 
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Tabelie Is Ziteammensetsuhg des Mediums CGXII 





10 



15 



KOtnpotiente 


Konz ent rat ion 




20 g/L . 


Harnstoff 


S g/ii 


KH 2 P0 4 


• 1 g/L 


K^HPO* 


i g/t 


MgSO* X 7 H*0 . 


0/25 g/k 


3 -Morpholinopx-opajasialf onsaure 


42 g/Ja 


CaCl 2 


10 mg/Tj , 


FeSO^ x 7 H 2 0 


10 Ttig/3j 


MnSO A x H^O 


10 mg/L 1 


ZnSOi x 7H a O 


.1 mg/L. , 


CuSO* 


0,2 mg/L 


NxCl^ X 6 ii*o 


0, 02 mg/L 


Biotin 


• 0,2 tng/L 


Glukose 


40 ; g/L 




1 . 30 Tng/L 



Die ZeHlen wurden in der exponent iell en Wadhstumsphase 
bei OD 6D0 von 5 bis 8 geerntet und zweimal in 10 0 mM 
Trls-HCl. pH 7,5 gewaschen.' Die Zellpellets wurden an- 
schliessend bis. zum Aufschluss bei -20°C eingefroren. 
Die eingefirorenen zellpellets wurden dann auf Eis auf-. 
ger,aut und mifc 2 ml kaltem 100 mM Tris»HCl P H 7,5/10 % 
Glycerin resuspendiert und in einem Brenson sonifier 10 
min aufgeschloasen. AnschlieSend wurden die Zellt rummer 
mittela Zentrlfugation bei 13 00 0 rpm und 4°.C in einer 
Sigma -202 MK Zentrifuge abgetrennt. Die so erhaltenen 
Uberstande wurden als Rohextrakte zun&chsfc iiber eine 
PD-10 Saule nach Ahgaben des Herstellers (Amersham 
Pharmacia Biotech) entaalzt und dann sofort in die En- 



> tll m m 07.09 15:56 FAXG3 Nr: 546136 von NVS:FAXG3.I0.0201/0 (Seite 50 von 70) 



10 JUL '02 16:18 TORSCHUNGSZENTRUM JUELICH GMBH 
Forschungszentrum Julich GmbH 
PT 1.2002/ka-ha-pf' 

. 30 



S. 51/70 
10,07.2002 




♦ zymmessang eingesetzt. Der Enzymt.est beruht auf dem 
photometrischen Nachweis der Bildung von NADH in d<=*r 
r Reaktidxi 3-Phosphoglycerat und NAD zu Phosphohydroxypy- 
ruvat zra NADH, Der Testansatz ist in Tabelle 2 darge- 
5 . Stellt : • 

Tabelle 2 : . Komponenten des Testansatzes zur Bestimmung 
o[ er 3 -pfcosphoglycerat -Dehydrogenase Aktivitat 



10 



1-5 



20 





Stammlosung 


Endkonzentration 


Tris-HCl; pH 8.8 


5.00 mM . 


loo mM 


Dithiothreit 


100 mM 


l mM ' 


EDTA 


500 mM 


5 mM 


Hydra z in 


250 .mM 


10 mM 


NAD 


20 tng/ml 


2 mg/ml 


RE 


ca. 2 mg/rnl 


ca, 2 00 //g Protein 


3 - Phosphoglycerat 


150 mM 


15 mM 

-1 



t / 

Mil: diesem Testansatz konnte fur die" 3- Phosphoglycerat - 
Dehydrogenase des Wild Typs eine spezi'fische Aktivitat 
von ca, 15 0 mU/mg Protein besti'mmt werden. Es zeigte 
sich, dass die Uberexpression des vollstandigen serA- 
Gens e.ine etwa 16-fache Steigerung der spe2ifischen 
3 -Phosphoglycerat -DehydrogenaBe-Aktivitat. ergibt . Das 
Konstrukt s&rAA191 ermoglichte eine 10 -f ache yberex- 
pression gegeniiber- dem Wild Typ-Protein. Die Konstzrukte 
&erA&1 88 und serAA205 lassen sich 3 bis 3, 4-fach ube- 
rexprimieren, wohingegen fUr die Konstrukte ser.AA2 05 
und serAA79 nur eine 1,2 bis 1,5-faahe uberexpression 
moglich war- Damit ist gezeigt, .dass das durch Deletion 
der. C-berminalen 197 Aminosauren der 3 - Phosphoglycerat - 
Dehydrogenase von C. glutamlcum erzeugte Mutein Se- 
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rAA197 funktionell ist, und mehr als 6.0 % , der Wild Typ 
Aktivitat aufweist- 

m Tabel^e 3 sind die Ergebnisse zusammengef asst . 




10 



15 



Tabelle 3 : Oberexpression des serA-Gens' sowie der 
C-terrninal verktirzten serA-Allele - 



St attune 


SpcZ- ir^jJJ — 

Aktivitat 
[u/mg Protein] 


expression 


13 032pZl .' 


130 


1.0 


l3 032pZlserA 


2140 ' 


16.5 


13032pZlserAA79 


190 


1.5' 


13 032pZl£erAA188 


440 


•3.4 


13032pZlsejrAA197 


'.. 132 0 


10.0 


1 3 0 '3 2 pS 1 serilA2 0 5 


390 


3.0 


13 0 3*2pZ 1 SGJTA&2 1 1 


150 


1,2 



Stairnn 13032pZl wurde auf 1,0 normiert 

3. ITnfcersuchwgen zur Inhibition der Wild Typ 3- 

Pbxtjsphoglycerat-Pehydrogenase aus C. glutamlcum 
und des G- terminal verfcurzten Muteins SerAAl97 
. durch Ii-Sorirt 

Im. Folgendon vmrde getestet, cb das' urn den C-Terminus 
verkurzte Mutein SerAAl97 nicht rriehr durch L-Serin ge- 
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hemmt werden kann. Dazu wuirde zun&chst die Hemtnbarkeit 
der 3~Phosphoglyoerat-Dehydrogenase des Wild Typs in 
zellfreien Bxtrakten von C- glutaxnicum durch Ij-Serin 
anhand des oberi/ beschriebenen Enzymtests untersucht . 
Hierzu wurden dern Testansatz zus&tzlich 1, 5 und 10 mM 
1,-Serin .zugesetzt und 5 Minuten bei 30°C inkubiert. Die 
Reaktion wurde dorm durch Zugabe vpn 15 tnM 3-Phospho-- 
glycerat gest'artet . Die Inkubation war notwendig urn si- 
ne Hemmung nachweisen zu k6nnen (Tab. 4) , Diese Zeitab- 
hangigkeit der L-Serin-Hemrnung, die mehrere Minuten In- 
kubation benotigt, bevor ein konstanter Level der Inhi- 
bition erreicht wird, wurde auch schon Cur andere 
' 3-Phosphoglycerat-pehydrogenasen, Z- B. fur das aufge- 
reinigte Enzyro von B'~ auhtllis beschrieben (Saski R. 
und Pitzer Ij.'; 1975, Eur. J- Biochexn. , 51-.415-427) . 



Tabelle 4; Inhibition' der Wild Typ 3-Phosphoglycerat- 
Dehydrogenase von C. glutamlcam durch L-,Serin 




20 



L- Serin 
[mM] 



10 



relative 3 -Phosphoglycer at -Dehydrogenase 
Aktivit.at [%] 



ohne Inkubation 



100* 



106 



112 



104 



5-minutige Inkuba- 
tion bei 3Q°C 



100* 



96 



82 



56 



~5ia Aktivitat der 3 -Phosphoglycerafc -Dehydrogenase 
ohne Zusatz von L-Serin wurde auf 100% gesetzt. 
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5 



10 




IB 



Auf diesem Ergebnis aufbauend wurde die L-Serin- 
Inhibition der 3 - Phopshoglycerat-Pehydrogenase in den 
Stammen 13 032pZlser.A und 13032pZlserAAl 91 untersucht - 
Es zeigte sich, dass tatsachlich das C- terminal ver- 
kurzte 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase-Mutein niche . 
mehr. signif ikanfc durch L-Serin gehemmt we r den kann 
(Tab. 5) . 

Tabelle S: Inhibition der uberexpriniierten 3- 
Phopshoglycerat -Dehydrogenase durch I. -Serin' in den 
Stammexx l3032pZlserA und l3032pZlserAA197 



L- Serin 
[mM] 

o 

1.6 



'relative^s-Phosphoglycerat -^Dehydrogenase 
Aktivitat [%] ** 



13 032pZlsezA. 



100* 



34 



l3 032pZlserAAX97 



100* 



95 



Die Aktivitat der 3 -Phosphoglycerat- Dehydrogenase 
ohne ZUsatz von "L- Serin wurde auf 100% ,gesetzt. 
Beatimmung der Aktivitat nach 5~rrtinutiger irikuba- 
tion bei 3 0 6 C mit und ohne k-Serin 




Damit ist es gelungen, durch .Deletion des C -Terminus 
der 3 -phosphoglye era t- Dehydrogenase von C. grlutamicum 
2 0 gezielt ein deregulierfces 3 -Phosphogiycer at- Dehydro- 
genase -Mutein zu gener'ieren. 

4. Gesteigerte Akkuimilatioii vonL-Serin durch Uberex- 
pression des Gens fur' die deregulierte 3-/ 
25 PhospJaoglyce^afc -Dehydrogenase (,serAAl97) 
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Zur Analyse der L-Serinausscheidung des Stetmrnes mit de- 
. reguli^rter. 3 -Phospb.oglycerat -Dehydrogenase wurden die 
Plasmide pZl , pZlserA und pZlse:r.AAl97 in den Stamm Co- 
rynebacterium glutamic'um 13032ApanBC transf ormiert (S- 
5 Radmacher, A. Vaitsikova, U. Burger, K. Krumbach, H . . 
Sahm,. L>. Eggeling, 2002/ Appl . Environ., Microbiol.. 
(Publikatibn in Vorbereitung) ) . Dieser Stamm iet durch. 
die Deletion der PantotHenat-Biosynthese Gene paxxB und 
pknC Pantothenat-auxotroph, und zeichnet sich dadurch ' i 

10 aus, dasa er unter Pantothenat-T-iimitation aufgrurid ei- 
ner verstarkten Akkumuiatioh von Pyruvat ca.' 50 mM Ala- 
nin und 8 mM Valin ausscheidet. Daruberhinaus bildet 
der Stamm ca. 100 L-Setrin und eignet sich somit als 
Ausgangsstamro fur die Konstruktion eines L-Serin- 
15 produ^enten. Der Stamm mit dem £lasmid pZlserA trans- 

formierte Stamm 13 03'2ApanBCpZl$erA wurde gemaS Budapes- J 
fcer Vertrag am .11 . 04 . 2002 bei der -DSMZ uinter der DSM 
* Jtfr, 14 922 hinterlegt. . . 

, i 

,2 0' Zur Untersuchung der H-Serinausscheidung wurden die 

drei Stamm© in Komplexmedium (CgXII rait 2% Glukose und 

mit 5.0 /ig/1 Kanamycin) geziichtet, 'und das Ferm'entati- 

onsmedium. CGXII (J- Bacterial. (1993) 175: 5595-5603) je- . 

weils aus den Vorkulturen beimpft. Das Medium enthiclt 1 

25 zusatzlich 50 //.g/1 Kanamycin und 1 Pantothenat- Es , 

wurden zwei unabhangige Fermentationen durchgef uhrt . 

Nach Kultivierung ftir 24 bzw, 35 Stunden bei 30°C auf 

* » 
dem Rotatiansschtittler bei, 12 C Upm wurde die in das Me- j 

dium akkumulierte L-Serinmenge bestimmt- Die Bestimmung J 

3 0 der Aminosaurekonzentration er£olgte mittels Hochdruck- 

flussigkeit chromatography (J Chromat (1983) 266: 471- 

4.82) . Das Ergebnis der Fermentation ist *in Tabelle 6 
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10 



15 



dargestellt , und es zeigt sich, daS sschori die Uber- 
expression" des . Wiltyp serA-Gens eine ca. 10%ige- steige- 
rung der Ij- Serin -Accumulation im Medium hervorruf t . Die 
liber expression der deregulierteh 3-Phosph6glycerat- 
Dehydrogenase erzielt dagegen sogar eine Steigerung von 
bis zu 40% im Verg] eich zum Kontrollgtamm der nur. das 
Leerplasmid tragt - Somit stellt die Nutzung des kon- 
struierten und beschriebenen Gens fur das deregulierte 
Tj-Ser-in-Biosyntheee Enzym 3 -Phosphoglycerat-Dehydro- , 
genase ein Verfahren dar, urn die L-Serinbildung ent- 
scheidend zu verbessern. 



Tabelle 6-. 



Akkumulati.on von L- Serin im Kulturub er- 
st and von Corynebacter-lum glutamxcuiG 
13032ApanBC nach Expression der Gene se- 
rA bzw. serAAl97 



Stamm 


,t 


' TG ' 








DM 


[ir<g/ml] 


serin 
[mm] 


Seriji/TG 
Cmg/g] 


13 032DpanBCpZl 


24 


18,3 


.164 


0,9 


13 032PpanBCpZlserA 


24 


14 , 7 


•163' 


1/2. 


13 03 2DpanBCpzi seirAA 19 7 


24 


16,5 


199 


1,3 



* TG - Zelltrockexigewicht 
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9, Beiblatt zum Antrag vom 1 0.07,2002 



Anlagen: 



15 Seiten Sequenzprotokoli 
1 diskette 

Lebehsfahlgkeitsbescheinigung vorn 12.04-2002 
EmpfangsbsstStigung bei Ersthinteriegung vom 12.04.2002 
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SEQUEWZPROTOKDLp - ! 

<H0> PorscUungsacntrum Juljqh GmbH 

<120> Nukleocidsequenzen coryoef ormsr BaJcterien kod.ierend fur 
an <3cr BiQayrithCGe von L-Scrin beteiligte Proteioe 
sowie Vcrfahrcm zur HersDslluog von 1,-Ser.irj 

<130:>, 1*2002 - . 

' <i4o> . ; . • 5 

<141>' ' "'. 

<160> 12 , | 

<170> Pateatln Vex. 2.1 

*210>'l ' . . 

<?.X±> 1253 

<212> DtfA " 

<23 3> Corynebactetriura glutamicum ( 

<400> 1 

tctagagccg gagacgtgaa . taaaattcgc agcttcattcc atcagegtaa acgcagcfctt ffO' 
ttgcatggtg agacaccttt gggggtaaat ctcacagcat: gaatctctgg gttagatgac 120 
tttctgggtg ggggagggtt ■ tagaatgttt,..ct:agtcgaac gccaaaaccc ggdgcggaea 180 
cgfcctgcagc egacgcggtc gtgcctgttg tagacggaca ctccfcagttt ttccaggagt 240 . ^ 

aacfctgtgag cdagaa'tggc cgtccggUag tccucatcgc cgataagctb gcgcagtcca 3 00 
Ctgttgacgc gctr.ggagat gcagtagaag tccgttgggt tgaaggacct aaccgcccag 360 ; 
aactgcthga tgcagttaag gaagcggacg cactgctcgt gcgttcfcgct: accactgtcg 420 ' 
atgctgaagt catcgccgct gcccctaact tgaagatcgt cggtcgtgcc ggcgtgggct 4B0 
. tggacaaogt tgaoatcccl; gctgccacfcg aagctggcgt catggttgct aacgcaccga 540 
cctctaatat tcactccgct. ■ tgtgagcacg caatttcttt gctgctgtct actgctcgcc 600 
agatccctgc' r.gctgatgcg acgotgagtg agggcgagtg gaagdggtct tctttcaacg 660. 
gtgtggaaat ttteggaaaa actgfccggta tcgccggttt tggccacatt ggtcagttgt 720 
ttgctcagcg tcttgctgcg tttgagacca coattigttg'c tcacgatcat tacgctaacc 780 . 
ctgctcgtgc ggctcagctg aacgttgagt tggttgagtt ggatgagctg atgagccgtt 84.0 
ctgactttgu caccattcac cttcctaaga ccaaggaaac tgctggcatg tttgatgcgc . 900 
agctccttgc taagtccaag aagggocaga tcatcatcaa cgczgctcgt ggtggcctfcg 960 
ttgatgagca ggctttggct gacgcgattg agtccggtca cattcgtggc gctggtttcg 1020 
atgtgtactc caccgagcct tgcactgstt cucctttgtt caagttgcct caggttgttg 1080 • 
tgactcctca cttgggtgct tctactgaag aggctcagga tcgtgcgggt actgacgttg 1140 
ctge.ttctgt gctca'aggcg ctggctggcg agttcgtggc ggafcgcugtg aacgtttccg 1200 
gtggtogcgt gggcgaagag. gttgotgtgt ggatggatct ggcttaagga tec 1253 



. <210> 2 ■ 
<211* 1607 
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<212> DNA ; 

<213> Corynebactwcium giutamSaum 
<40.0> 2 

tctagagccg gagacgtgaa taaaattcgc agctcattcc accagcgtaa acgcagcttt $0 
ttgcatggtg agacaci;Utt gggggtaaat ctcacagcac gaatctctgg gtfcagatgac 120 
tttctgggtg ggggagggtt tagaatgttt cbagtcgcac gccaaaaccc ggcgtggaca 180 
cgtctgcagc cgacgcggtc gtgcctgttg tagacggaca ttcctagttt ttccaggagt 240 
aacttgtgag ccagaatggc cgtccggtag tcctcatcgc cgataagctt gcgcagtcca 300 
ctgttgacgc gcrtggagat gcagtagaag bccgttgggt tgacggacct aaccgcccag 360 
aactgcttga tgcagttaag gaagcggacg cactgctcgt gcgttctgct agcactgtcg 420 
atgetgaagt catcgccgct gcccctaact tgaagatcgt cggtcgtgcc ggcgtgggct 480 
tggacaacgt tgacatccct- gctgccactg aagc.tggcgt catggttgcc aacgcaccga 540 
cctctaatat tcactccgcfc tgtgagcacg caatttcttt gctgctgtct actgctcgcc 600 
agatccctgc tgctgatgcg acgctgcgtg agggcgagtg gaagcggtct. tctttcaacg 660 
gtgtggaaat tttcggaaaa actgtcggta tcgtcggttt tggccacatt ggtcagttgt 720 
ttgctcagcg tcttgctgcg cttgagacca ccattgttgc ttacgatcct taogctaacc 780 
ctgctcgtgc ggcfccagctg' aacgttgagt tggttgagtt ggatgagctg atgagccgtt 340 
ctgactttgt caccattcac cttcctaaga. ccaaggaaac tgctggcatg tttgatgcgc 900 
agctccttgc taagtccaag aagggccaga tcatcatcaa cgctgctcgt ggtggccttg 960 
Ctgatgagca ggcttuggct gatgcgattg agbccggtca cattcgtggc gccggtttcg 102 0 
• atgtgtact'c caccgagc'ct >tgcactgatt* ctcctttgtt caagttgcct caggttgttg 1080 
tgactcctca cfctgggtgct: tctactgaag aggctcagga tcgtgcgggt .actgacgttg 1140 
ctgattctgt gctcaaggcg ctggctggcg agttcgtggc ggatgctgtg aacgtttccg 12C0 
gtggtcgcgr. gggcgaagag gttgc'tgtgt ggatggatct ggctcgcaag cttggtcttc 126*0 
ttigctggcaa gcttgtcgac gccgccccag tctccattga ggtbgaggct cgaggcgagc 13^0 
ttbcttccga gcaggtcgat gcacttggtt cgbccgctgt . tcgtggt tug ttctccggaa X3G0 
ttatcgaaga gtccgttact ttcgtcaacg ctccccgcat tgctgaagag cgtggcctgg 1440 
acatctccgt gaagaccaac tctg&gtctg ttactcaccg ttccgtcctg caggtcaagg 1500 
tcattactgg cagcggcgcg agcgcaactg ttgttggtgc ' cctgactggt cttgagcgcg 1560. 
ttgagaagat cacccgcatc aatggccgtg gcctgganta aggatcc 1607 



<210>- 3 , ... 

.<211> 1230' ; 
<?.12> DNA 

<213> Corynebacterium glubamicutn 
<4Q0> 3 

tctagagccg gagacgtgaa taaaattcgc agctcattcc atcagcgtaa acgcagcttt 60 
tbgcabggtg agacaccctt gggggtaaat ctcacagcat gaatctctgg gttagatgac 120 
tttctgggtg' ggggagggtt tagaatgttt cbagtcgcac gccaaaaccc ggcgtggaca 1BC 
cgtctgcagc cgacgcggtc gtgcctgttg tagacggaca ,tfccctagttt ttccaggagt 240 
aacttgtgag ccagaatggc cgtccggtag tcctcatcgc cgataagctt gcgcagtcca 300 
ctgttgacgc gcttggagat gcagtagaag tccgttgggt tgacggacct aaccgcccag $60 
aactgcttga tgcagttaag gaagcggacg cactgctcgt gcgtbctgct accactgtcg 420 
atgetgaagt catcgccgct gcccctaacfc tgaagatcgt cggtcgtgcc ggcgtgggct 480 
tggacaacgt tgacatccct gctgccac'tg aagctggegt catggttgct aacgcaccga 540 
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cctctaatat tcactecgct tgtgagcacg caatttettt gctgctgtct actgctcgcc 600 
agatccctgc tgctgatgcg acgctgcgtg agggcgagtg gaagcggtct tctttcaacg €60 
gtgtggaaat tr.tcggaaaa actgtcggta tcgtcggttt tggccacatt ggtcagttgt 720 
ttgctcagcg tcttgctgcg tttgagacca ccattgttgc ttacgatcct tacgctaacc. 78 0 
ctgctcgtgc ggctcagctg aacgttgagt' tggttgagtt ggatgagctg atgagccgtt 840 
ctgactttgt caccarxcac cttcotaaga ccaaggaaaC tgctggc'atg tttgatgcgc 900 
agctccttgc taagtccaag aagggccaga tcatcatcaa cgctgctcgt ggtggccttg 960 
ttgatgagca ggctttggct gatgcgattg agtccggtca cattcgtggc gctggtttcg 1020 
atgtgtactc caccgagcct tgcactgatt ctcctttgtt caagttgcct caggttgttg 1080 
tgactcctca cttgggtgct tctactgaag aggctaagga tcgtgcgggt actgacgttg 1140 
cegattctgt gctcaaggcg ctggctggcg agttcgtggc ggatgctgtg aacgtttccg 1200 
gtgg'tcgcgt gggcgaagag gttgetgtgt ggatggatct ggctcgcaag cttggtcttc 12S0 
ttgctggeaa gtaaggatcc 1280 





<210> 4 . 
<2li> 1229" ' 

<2'12p EtfA - ^ 
<233^ Corynebacteriuro glutamicum 

<400> 4 

tctagagccg gagacgtgaa taaaattcgc agctcattcc atcagcgtaa scgcagcttt 60 
ctgcatggfcg agacaccttt gggggtaaat ctcacagcat gaatctctgg gttagatgac 3.2 0 
tttctgggtg ggggagggtfc fcagaatgttt ctagtcgcac ^ecaaaaccc ggcgtggaca 180 
cgtctgcagc cgacgcggtc gtgcctgt'fcg tagacggaca ttcctagttt ttccaggagt 240 
aacttgtgag ccagaatggc cgtccggtag tcctcatagc cgataagctt gcgcagtcca 300 
ctgttgacgc gettggagat gcagtagaag tccgttgggt tgacggacct aaccgcccag 360 
aactgcttga tgcagttaag gaagcggacg cactgctcgt gcgttctgct accactgtcg 420 • 
atgctgaagt cafccgccgc.U gcccctaact tgaagatcgt cggtcgtgcc ggcgtgggct 4 60 
tggacaacgt. tgacatccct gctgceactg , aagctggcgt catggttgct aacgcaccga 540 
cctctaatat tcactccgct tgtgagcacg caatttettt gctgctgtct actgctcgcc 600 
agatccctgc tgctgatgcg acgctgcgtg agggcgagtg gaagcggtct, tctttcaacg 660 
gtgtggaaat tttcggaaaa actgtcggta tcgtcggttt tggccacatt ggtcagttgt 72 D ' 
ctgctcagcg tcttgctgcg tttgagaoca ccattgttgc ttacgatcct tacgctaacc -7 80 
ctgctcgtgc ggctcagctg aacgttgagt tggttgagtt ggatgagctg atgagccgtt 84 0 
ctgaott'tgt caccattcac cttcctaaga ccaaggaaac tgctggcatg tttgatgcgc 900 
agctccttgc taagtccaag aagggccaga tcatcatcaa cgctgctcgt ggtggccttg £60 
ttgatgagca ggctttggct gatgcgattg agtccggtca cattcgtggc gctggtttcg 1020 
atgtgtectc caccgagcct tgcactgatt ctcctttgtt caagttgcct caggttgttg 1080 
tgactcctca ctt0Qgtgct tctactgaag aggctcagga tcgtgcgggt actgacgttg 1140 
ctgattctgt gctcaaggcg ctggctggcg agttcgtggc ggatgctgtg aacgtttccg, 1200 
gtggtcgcgt- gggcgaagag taaggatcc 1229 



<210> 5 
<21I> 1211 
<212> DNA 

<213> Corynebacterium glutami cxim " 
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t'ctagogccg gagacgtgaa taaaattcgc agctcattcc atcagcgtaa acgcagcttt 60 
ttgcatggtg agacactttt. gggggfcaaat . ctcaeagcat gaatctctgg gttagatgec 120 
tttctgggtg ggggagggtt tagaatgttt ctagtcgcac gccaaaaccc ggcgtggaca 180 
cgtctgcagc cgacgcggtc gtgcctgttg tagacggaca ttcetagttt ttccaggagt 240 
aacttgtgag ccagaatggc cgtccggtag tcctcatcgc cgataagctt gcgcagtcca 300 
cr.cttgacgc gcttggagat gcagtagaag tccgttgggf tgacggacct aaccgcccag 3S0 
aattgcttga tgcagttaag gaagcggacg cactgotcgt gcgttetgct accactgtcg 420 
atgctgaagt catcgccgct gcocctaact tgaagatcgt cggtcgtgcc ggcgtgggct 480 
tggacaacgt tgacatccct gctgceaccg aagctggcgt catggttgct aacgcaccga 540 
cctctaatat tcactccgct tgtgagcacg caatttcttt gctgetgtct actgctcgcc 600 
agatccctgc tgctgatgcg acgctgcgcg agggcgagtg gaagcggtct cctttcaacg 660 
atgcggaaat tttcggaaaa actgtcggta tcgtcggttt tggccacatt ggtcagttgt 720 
ttgctcagcg tcttgctgcg tttgagacca ccattgttgc ttacgatcct tacgctaacc 780 
ctgctcgtgc ggctcagctg aacgttgagt tggttgagtt ggatgagctg atgagccgtt 840 
ctgactttgt caccattcac cttcctaaga ccaaggaaac tgctggcatg tttgatgcgc 900 
agctccttgc taagtccaag .aagggccaga tcatcatcaa cgctgetcgt ggtggccttg 960 
■ttgatgagca ggctt.tggct gatgcgattg agtccggtca cattcgtggc gctggtttcg 1020 
atgtgtactc cactcgagcct tgcactgatt ctcctttgtt caagttgcat caggttgttg 1080 
tgactcctca cttgggcgct tctactgaag aggctcagga ccgtgcgggt actgacgttg 1140 
ctgattctgt gctcaaggcg ctggctggcg. agttcgtggc ggatgctgcg aacgtttccg 1200 
gttaaggatc C 



<210> 6 

<211> 20'43 . . 

<212> DMA 

*213> Corynebactarium glutamicum 
<400> 6 




fcctagagccg gagacgtgaa taaaattcgc agctcattcc atcagcgtaa acgcagcttt 60 
ttgcatggtg agac'accttt gggggtaaat. ctcacagcat gaatctctgg gttagatgac 120 
cctctgggcg ggggagggtt tagaatgttt ctagtcgcac gccaaaaccc ggcgtggaca ISO 
cgtctgcagc cgacgcggtc gtgcctgttg tagacggaca ttcctagttt ttccaggagt 240 
aactr.gtgag ccagaatggc cgtccggtag tcctcatcgc cgataagctt gcgcagtcca 300.. 
ctgttcacgc gcttggagat gcagtagaag tccgttgggt tgacggacct aaccgcccag 260 
aactgcttga tgcagttaag gaagcggacg cactgctcgt .gcgtttctgct accactgtcg 430 
atgctgaagt catcgccgct gcccctaact tgaagatcgt cggtcgtgcc ggcgtgggct 480 
tggacaacgt tgacatccct gctgccactg aagctggcgt catggttgct aacgcaccga 540 
cctctaatat teactccgct tgtgagcacg caatttcttt gctgctgtct actgctcgcc 600 
agatccctgc tgctgatgcg acgccgcgtg agggcgagtg. gaagcggtct tctttcaacg 660 
•gtgtggaaat tttcggaaaa actgtcggta tcgtcggttt tggccacatt ggtcagttgt 7~o 
ttgctcagcg tcttgctgcg tttgagacca ccattgttgc ttacgatcct tacgctaacc 780 
ctgctegtgc ggctcagctg aacgttgagt tggttgagtt ggatgagctg' atgagccgtt 940 
ctgactttgt caceatrcac cttcctaaga ccaaggaaac tgctggcatg tttgatgcgc 900 
agctccttgc taagtccaag aagggccaga tcatcatcaa cgctgetcgt ggtggccttg 960 
ttgatgagca ggctttggct gatgegattg agtceggtea cattcgtggc gctggtttcg 1020 
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atgtgtacfcc caccgagcct tgcactgatt ctcocttgtt caagttgcct caggttgtjtg 1080 
tgactcctca ctUgggtgct tctactgaag aggctcagga tcgtgcgggt. actgacgttg 1140 
otgattctgt gcccaaggcg ecggctggcg agttcgtggc ggafcgctgtg aacgtttccg 1200 

. gtggtcgcgt gggegaagag gttgctgtgt; ggatggatct ggatcgeaag cttggtctitc 1260. 
fctgctggaaa geutgtcgac gccgccccag- tctccattga ggctgaggct egaggegegc 1320 
tttcttcoga gcaggtcgat gcacttggtt Ugtcegctgt tcgtggtttg ttctccggaa* 1380 
ttaUcgaaga gtccgttacV ttcgtcaacg ctcctcgcat tgctgaagag cgtggcctgg 1440 

'acatctccgt gaagaccaac tcfcgagtctg ttactcaccg .ttcegtcctg caggtcaagg 1500 
tcatrtactgg cagcggcgcg a'gcgcaactg ttgttggcgc cctgdctggt ctfcgagcgcg 1560 
tt-gagaagac cacccgcatc aatggccgtg gcctggatct gcgcgcagag ggtctgaacc 1620 
Ccttcctgca gtacacfcgac gctcctggfcg cactgggtac cgttggtacc aagctggg^g 1600 
ctgctggdae caacatcgag gctgctgcgt tgactcaggc tgagaagggt gacggcgctg 1740. 
tcctgatcct gcgtgttgay cccgctgtct ctgaagagct ggaagctgaa. atcaacgctg laoo 
agttgggtgc tacttccttc caggctgatc ttgactaatt agagatccat fctgctfcgaac I860 
cgccfct.ccca tcfcttgaatt cat-tcaaggt ggtaaggcgg tnttcgctict etcaatacag 1930 
fctttr.aaaggt agatttggga gagaagantt cccttaagaa aggttcttaa caaccatgcc 1080 
gcctgcgacg ctgr.fccaatg ttfcfcgacttc agctggactt gacactcacc agbctaagga 2040 
tcc 2*043 



<210*. 7 

<211* 333 . r . 4 

<212> PRT 

<213> Coirynebacterium gluuamicum 

1 

<400> 7. '. ' 
Met Ser Gin Asa Gly Arg Pro Val val Leu lie Ala Asp Lys Leu Ala 
1 . 5 *10 .15 

Gin $er Tbr Val Asp Ala Leu Gly Asp Ala val Qlu Val Arg Trp Val 
20 25 30 

Asp Gly Pro Aon Arg Pro Clu Leu Leu Asp Ala Val Lys Glu Ala Asp ' 
35 40 45 

Ala Leu Leu Val Arg Ser Ala Thr ThrVal Asp Ala Glu Val lie Ala 
SO S5 60 

Ala Ala Pro.Asn Leu Lys lie' Val Gly Arg Ala Gly Val Gly i,eu Asp 
65 .70 75 eo 

Asn Val Asp tie Pro Ala Ala Thr Glu Ala Gly Val Met Val Ala Asn 
85 90 95. 

Ala Pro "Tor S©r Asa lie His Ser Ala Cys Glu His Ala lie Ser Leu 
100 , 105 110 



Leu Leu Ser Thr Ala Arg G3n lie Pro Ala Ala Asp Ala Thr Leu Arg 
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• 115 ' 12S 

Glu Gly Glu Tro Lys Arg Sor Ser Phe Asn Oly Val Clu lie Pbe Gly 

130 135 140 

Lvs Thr' val Gly lie Val Gly Phe Cly His He. Gly Gin Leu Phe Ala 

^5 " 150 • 160 



Gin Arg Leu Ala Ala Phe 



Glu Thr Thr lie Val Ala Tyr-Asp Pro Tyr 





165 170 • • 175 

Ala Asn Pro Ala Ar 9 Ala Ala Ola Leu As* Val Glu Leu Val -Glu Leu 
180 185 . 19° 

Asp Glu i,eu Met Ser Arg Ser Asp Phe Val Thr He His Leu Pro Lys 
195 200 205' 

Thr Lys Clu The Ala Gly Met Pbe Asp Ala Gin Leu Leu Ala Lys Ser 
210 215 220 

Lys Lys Gly Gin X.te He He Asn Ala Ala Arg Gly Gly Leu Val Asp 
220 230 • '. 235 • 240 

' Glu Gin Ala l.eu Ala Asp Al a He Glu Ser Gly His He Arg Gly Ala 
' '. 245 . 2S0 ' • . 255 

Gly Phe Asp. Val Tyr Ser Thr Glu Pro Cya Thr Asp ser Pro Leu.Phe 

260 • ,'265* . 270. . 

Lys i,eu Pro Gin Val Val Val Thr *ro His. lieu Gly Ala Ser Thr Glu 
275 . 280 

• Glu Ala Gin Asp Arg Ala Gly Thr Asp. Val Ala Asp Ser Val Leu X,ya 
290 29k 300 ' , 

Ala Leu Ala Oly Glu Phe val Ala . Asp Ala Val As* Val ser 'Gly <sly 
305 " 310 315 

Arg Val Gly Glu GlU Val Ala Val Trp Met' Asp Leu Ala 
32S 330 



<2i0> 8 
<211> 451 
<23 2> PRT 

«213> Corynefcacterium glutamicum 
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<400> '3 

Met Ser Gin Asn Gly Arg Pro Val Val. Leu He Ala Asp t-ys Leu Ala 
5 10 

Gin Ser Thr Val Asp Ala Leu Gly Asp Ala va3 Qlu Val Arg Trp Val 
20 25 3° 

Asp Gly Pro Asn Arg Pro Glu Leu Leu Asp Ala Val Lys Glu Ala Asp 
3S *° . 45 • 

Ala Leu Leu Val Arg Ser Ala Thr Thr vai Asp Ala G.iu Val Tie Ala 
SO .55 60 

Ala Ala Pro Asn Leu uys lie Val Gly Arg Ala Gly Val Gly Leu Asp 
65 70 75 80 

Asa Val Asp lie Pro Ala Ala Thr Glu Ala Gly Val Met Val Ala ASP 
85 90 95 

Ala Pro Thr ser Asn lie His Ser Ala Cys Glu Hi s Ala Xle Ser Leu 
100 105 ' HO 

.Leu Leu Ser Thr Ala Arg Gin lie Pro' Aia Ala Asp Ala Thr Leu Arg 
115 ' 120 '• 125 

Glu Gly Olu Trp Lys Arg Ser Ser Phe Asn Gly Val Glu He Phe Gly 
• 130 135. 140 . 



Lys Thr Val Gly He Val Gly Phe Gly His He Gly Gin Leu Phe Ala 

145 •' 



aso l 55 160 




Gin Arg Leu Ala Ala Phe Glu Thr Thr He Val Ala Tyr Asp Pro Tyr' 
1SS 170 175 

Ala Asn Pro Ala Arg Ala Aia Gin Leu Asn val Glu Leu Val Glu Leu 
180 185 190 

Asp Glu Leu Met Ser Arg Ser Asp Phe Val Thr lie His Leu Pro Lys 
195 , 200 205 

ihr Lys Glu Thr Ala Cly Met Phe Asp Ala Gin Leu Leu Ala Lys Ser. 

210 . 215 . ' 220 

Lys Lys Gly Gin He lie He Asn Ala Ale Arg Gly Gly Leu Val Asp 
225 230 . . 235 

Glu Gin Ala Leu Ala Asp Ala He Glu Ser Gly His He Arg Gly Ala 

245 250 • ' ?-5S 



■ 1 " ' ■ ■ : — — —• — — ^— 
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3\ 





Gly Phe Asp Val Tyr Ser Thr ^ Glu Pro Cys Thr Asp Ser Pro Leu Phe 
260 . 265 " 270 

Lys Leu Pro' Glo Val Val val Thr Pro His Leu Gly Ala Ser Thr G.Iu 
•275 -280 265 

Glu Ala Gin Asp Arg Ala Gly Tar ASP Val Ala Asp Sex Val Leu Lys 
•290 295 300 

Ala Lea Ala Gly Glu Phe Val Ala Asp Ala val'Asn Val Ser Gly Gly 
305 ' 310" . .3^5 . 320 

j 

Arg val Gly GJu .Glu Val Ala Val Trp Wet Asp Leu Ala Arg Lys Leu . 

325 " 330 335 

Gly Leu" Leu Ala Gly Lys Leu Val Asp Ala Ala Pro Val Ser He Glu 
340 345 350 ' 

Val Glu Ala Arg Gly Glu Leu Ser Ser Glu Gin val Asp Ala Leu Gly 
' 355 • - 360 365 

Leu Ser Ala Val Arg Gly Leu Phe Ser Gly Xle He Glu OLu Ser Val 
370 37S .380 

Thr Phe val As» Ala Pro Arg He. Ala Glu Glu Arg Gly Leu Asp He 
3SS ^ .390 *■ 395. . 400 

Ser Val Lys Thr Asn Ser Glu Ser- Val Thr His Arg Ser Val Leu Gin 
405 ^1° 415 

Val Lys Val He Thr Gly Ser Gly Ala Ser Ala Thr. Val Val Gly Ala 
42Q 425 430 

Leu Thr Gly Leu Glu Arg Val. Glu Lys He Thr Arg lie Asn Gly Arg 
43S ' 440 445 : 

Gly Leu Asp 
-450 



<210> 9 ' 
«2H> 34 2 
.<212> PUT 

*213> Corynebacterium glufcamicum 
<400> 9 
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Met Ser Cla Asn Gly Arg Pro Val Val Leu He Ala Asp Lys Leu Ala 
1 5 10 I* 

Gin ser Thr val Asp Ala Leu Gly Asp Ala Val Olu v.l Arg Trp Val 

20 '2S ' 30 . 

Asp Gly Pro Aon Arg Pro olo Leu Leu Asp Ala Val Lys Glu Ala Asp 
35 40 45 

Ala Leu Leu Val Arg'Ser Ala Thr Thr Val Asp Ala Glu Val Xle Ala 
50 . 55 ■ SO 

Ala Ala Pro Asn Leu 'Lys He Val Gly Arg Ala Gly val Gly Leu Asp 

65 70 . :7S . . .60 

Asn Val Asp lie Pro Ala' Ala Thr Glu Ala Gly Val Met val Ala Asn 



85 



90 95 




Ala Pro Thr Ser Asn He His Ser Ala Cys Glu His Ala lie Ser Lou 
100 105 110 

Leu LOU Ser Thr Ala Arg Gin He Pro Ala Ala Asp Ala Thr Leu Arg 
•115 ' 120 -125 

Glu Gly Glu TCP Lys Arg Ser Ser Phe Asn Gly val Glu He Phe Gly 
330 -^S . 140 



Lys Thr val Gly He val Gly Phe Gly His lie Gly Gin Leu Phe Ala 

145 • ' 150 . 



155 • 16° 



Glu' Arg Leu Ala Ala Phe Glu Thr Thr He Val Ala Tyr Asp pro Tyr 
165 V7 ° :L75 

Ala Asa Pro Ala Arg Ala Ala Gin Leu Asn Val Glu Leu Val Glu Leu 



1B0 



185 



190 




Asp Glu Leu Met Ser Arg Ser Asp Phe Val Thr lie His Leu Pro Lys 



195 



200 



205 



Thr Lys Glu Thr Ala Gly Met Phe Asp Ala Gin Leu Leu Ala Lys Ser 
210 21* 220 

Lys Lys Gly Gin. Xle He lie Asn Ala Ala Arg Gly Gly Leu Val W 
225- 230 235 . 240 

Cln. Ala Leu Ala Asp Ala lie Glu Ser Gly His lie Arg Gly Ala 



Glu 

245 



250 255 
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Gly PUe Asp Val Tyr Ser Thr Glu Pro Cys Thr Asp Ser J?ro Leu Phe 
- - 260 265 270 ' 

■ Lys Leu Pro Gin val Val Va3 Thr Pro His Leu Gly Aia Ser Thr Glu 
2V& 28 ^ 

6lu Ala Girt Asp Arg Ala Gly Thr Asp Val Ala Asp Ser VaX Leu Lys 
290 29S 300 

Ala Leu Ala Gly G=l u Phe Val Ala Asp Ala Val Asti Val Ser Gly Gly 
305 3^0 315 320 

Arg val Gly Glu OLu val Ala Val Trp Met- Asp Leu Ala Arg Lys Leu 
325 330 335 

Gly Leu Leu Ala Gly Lys 

340 . 



'<2X0> 10 , 

<211> 325 

<212» PRT 

<?.13> corynebacterium glutamicum 

<4 0.0> 10 

Met Ser. Gin Asn Gly Arg. Pro val Val Leu^e Ala Asp. Lys' Leu Ala. 

1 . ' 5 10' , • 18. 

Glxx Ser Tbr Val Asp Ala Leu Gly Asp Ala Val Glu Val Arg Trp Val • 
20 25 20 ' 

Asp Gly Pro Asm Arg Pro Glu Leu Leu Asp Aia val Lys Glu Ala Asp . 
35 40 • .45 

*, , . 
A! a Leu Leu Va,l Arg Ser Ala Thr Thr Val Asp Ala Glu Val He Ala 
50 55 €0 . ' 

Ala Ala Pro Asa Leu 'Lys He Val Gly Arg Ala Gly Val Cly Leu Asp 
S5 70 _ 75 . BO 

Asn val Asp tie Pro Ala Ala Thr Glu Ala Gly Val Wet: val Ala Asa 
85 .. 90 * S 

Ala Pro Thr Ser Aen lie His $er Ala Cys Glu His Ala He Ser Leu 
100 3 OS * 110 

-Leu Ceu ser Thr Ala Arg Glu He Pro Ala Ala Asp Ala Thr Leu Arg 

10 
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5 15 120 • 125 

GlU Gly Glu Trp Lys Arg Ser Ser Phe Asn Gly Val Clu Tie Phe Oly 
150 . .135 - 140 . 

r,ys Thr Val Gly He Val Oly Pho Gly His He Gly Gin Phe Ala 

145 150 "5 1« 

Gin Arg Leu -Ala Ala Phe GlO Thr Thr He Val Ala Tyr Asp Pro Tyr 
165 170 175 

Ala Asn Pro Ala Arg Ala Ala Gin T,eu Asn Val Glu Leu Val Glu Leu 
1 SO 185 . 190 

ASP Glu t.eu Met Ser Arg Ser Asp Phe Val Thr Ile .Hia Ueu Pro Ly 5 
195 200 205 



Th. 



- Lya Glu Thr A3 a Gly Mat Pbe Asp Ala Gin Leu Leu Ala Lys ser 




210 2 1 5 220 



Lys Lys Gly Cln He He Ha. Asn Ala Ala Arg Gly Gly Leu Val Asp 

5TO 235 ' 240 ' 

225 230 . 

Glu Gin Ala Leu Ala Asp Ala He Glu Ser Gly His He Arg Gly Ala 
245 . 2S0. , 

Gly Phe Asp Val Tyr Ser Thr Glu Pro cys Thr Asp Ser Pro Leu Phe 



260 



265 270 



Lys Leu Pro Gin Val Val Val Thr Pro Hie Leu. Gly Ala Ser Thr Glu 
275 280 285 

Glu Ala Gin ASP Arg Ala Gly, Thr Asp Val Ala Afep Ser Val LeO Lys 
2^0 295 , 30° 

Ala Leu Ala Gly Glu Phe Val Ala Asp Ala Val Asn Val ser Gly Gly 

^ i q 320 

305 310 

Arg Val Gly Glu Glu . 

325 



<210> 11 
<211> 319 

<213> Coirynebactcrium glutamicum 



11 
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MerLrVu'.Aen Gly Arg. »ro Val V«l X*» He Ala Asp Lys Leu Ala 

Gin Ser Thr Val Asp Ala Leu Cly Asp Ala Val. Glu Val .Arg Trp Val 
• 20 • 25 ' . 30 

Asp Gly Pro Asn Arg Pro Glu Leu Leu Asp Ala Val Lys Glu Ala Asp 

Ala I«u Leu Val Arg Ser Ala Thr Thr Val Asp Ala Glu Val ile Ma 

.50' S s 60 . 

Ala Ala Pro Asn Leu Lys , He Val Gly Arg Ala Gly Val Gly Leu Asp 

.70 75 80 



65 



Asn Va 



• 



1 As p .tie Pro Ala Ala Thr Glu Ala Gly Val Met Val Ala Asn 
S5 90 93- 



Ala Pro Thr Ser ' Asn He His Ser Ala Cys. Glu His Ala He Set teu ' 
100 ( ■ 105 1*0 - 

Leu leu ser Thr Ala Arg Gin' lie Pro Ala Ala Asp Ala Thr Leu . Arg 
115 . 125 

Glu Gly Glu Trp Lys Arg Ser Ser Phe Asn Gly val Glu He Phe Gly 
X30 125 , . 140 • 

Lys' Thr Val cly 'llo Val Gly ' Phe Gly His He Gly olp Leu Phe Ala 



145 



ISO 155 




Gin Arg Leu Ala Ala Phe Glu Thr Thr Ilo Val Ala Tyr Asp Pro Tyr 
165 • 170 ■ 175 

Ala Asn Pro Ala Arg Ala Ala Gin Leu Asn Val Glu Leu Val Glu Leu 
130 iea. ■ X9 ° 

Asp Glu Leu Met Ser Arg Ser Asp Phe, Val Thr He His Leu Pro Lys- 
1S5 1 ' 200 205 

Thr Lys Qlu Thr Ala Gly Wet Phe Asp Ala Oln Leu Leu Ala Lys Ser 
• 210 . 215 220 

Lys Lvs Gly Gin He He He Ain Ala Ala Arg Gly Gly Leu Val Asp 
SIM • 230 • 235 ' 

Glu Gin Ala Leu Ala Asp Ala He Glu Ser Gly His He Arg Gly Ala 
245 250 255. 

12 
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Gly Phe Asp Val nyr ser Thr GJ u Pro Cys Thr Asp Ser Pro Leu Phe 
250 .265 ' 270 

Lys Leu Pro Gin Val Val Val Thr Pro Wis Leu Gly Ala Ser Thr Glu 
275 - 280 285 

Glu Ala Gin Asp Arg Ala Gly Thr Asp Val Ala Asp ser val Leu Lys 
290 295 300 

Ala Leu Ala Gly Glu Phe Val Ala Asp Ala Val Asn Val Ser Gly 
305 310 335 . • 



S. 19/70 



<210> 12 

<211> 530 , ( • 

<212> PRT ! 
<213> Coryhebacfcerium glutamicum t t t i 

. 1 

<400> 32 

Met: Ser Gin Asn Gly Arg Pro Val Val Leu lie Ala Asp Lys Leu Ala 
1 '5 10. 15 

Gin Ser tfhr Val Asp Ala Leu Gly Asp Ala Val Glu Val Arg Trp Val ■ 
20 25 30 

.•Asp Gly Pro Asn Arg- Pro Glu Leu Leu Asp Ala Val Lys Glu Ala Asp 
35 40 45 

Ala Leu Leu Val Arg Ser Ala' Thr Thr Val Asp Ala Glu Val tie Ala 
50 55 • ■ 60 

i 

Ala Ala Pro Asn Leu Lys lie Val Gly Arg Ala Gly Val Gly. Leu A&P 
65 70 75 60, 

Asn Val Asp lie Pro Ala Ala Thr Glu Ala Gly Val Mer. Val Ala Asn 
65 • 90 95 

Ala Pro thr Ser Asn lie Haa-Ser Ala Cys Glu His Ala tie Ser. Leu 
100 105 110 

Leu Leu Ser Thr Ala Arg Gin lie Pro Ala Ala Asp Ala Thr teu Arg 
115 120 , 125 

Glu Gly Glu Trp Lys A>rg 9er* Ser Phe Asn Gly Val Glu lie Phe Gly ! 
130 135 . 140 



13 
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Lys Thr Val Gly lie Val Oly Phe Oly His He- Gly' Gin Leu Phe Ala 
145 ISO 



.158 . lS0 



Gin Arg Leu Ala Ala Phe Glu Tar Thr lie Val Ala Tyr Asp Pro Tyr 

" 165 • • 170 175 . 

Ala Asn Pro Ala. Arg Ala Ala Gin Leu Asn Val Glu Leu Val Glu Leu 
180 1«S 190 

■ aop'GLu Leu Met Ser Arg Ser Asp Phe Val Thr- lie His Leu Pro Lys • 
195 200 205 

Thr Lys Glu Thr Ala Gly Met Phe Ag P Ala Gin Leu Leu Ala Lys Ser 
210 215 220 

Lys s,yo Gly Gin Tie lie lie Asn Ala Ala Arg Gly Gly Leu Val Asp 



22S 



230 235 240 





' Glu Gin Ala Leu Ala Asp Ala lie Glu Ser Gly ais lie Arg Gly Ala 
245 2S0 255 

Gly Pbe Asp Val Tyr Ser Thr Glu Pro Cys Thr Asp Ser # Pro Leu Phe 

260 ' 265 270 

Lys Leu Pro Gin Val Val val Thr Pro His Leu Gly Ala ser Thr Glu 
' 275 280 285 

r 

G1U Ala Gin Aap Arg Ala Gly Thr Asp Val Ala Asp Se^ Val Leu Lys 
290 • 295 300 

Ala l,eu Ale Gly Glu Phe Val Ala Asp Ala Val Asn val Ser Gly Gly 
' 305 . " 310 315 • 320 

Arg Val Gly Glu Glu Val Ala val Trp Met Asp Leu Ala Arg Uys Leu 
• ' 325 330 335 

Gly Leu Leu Ala Gly Lys Leu Val Asp Ala Ala Pro val Ser 3 la Glu 
340 3*5 350 

' val CJu Ala Arg Gly Glu Leu ser Ser Glu Gin val Asp Ala Leu Gly 
35S .360 .365 

Leu Ser Ala Val Arg Gly Leu Phe Ser Oly He lie Glu Glu ser Val 
370 37S 380 

Thr Phe Val Asn Ala Pro Arg He Ala Glu Glu *rg Gly Leu Asp He 
386 • '390 395 400 



14 
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• Ser val Lys Thr Asn Ser Clu Ser Val Thr His Arg Ser Val Leu Gin 
4 05 . 4X0 415 

Val Lya Val lie Thr Gly Ser Gly Ala Ser Ala Tur Val Val Gly Ala 
420 425 ' 430' 

Leu Thr Gly Leu Glu Arg val Glu Lys lie Thr Arg lie Asn Gly Arg 
435 440 445 

Gly Leu Asp Leu Arg Ala G3u Gly Leu Asn Leu Phe Leu Gin Tyr Thr 
450 455 * 450 

Asp Ala Pro Gly a La Leu Gly Thr Val Gly Thr Lys Leu Gly Ala Ala! 
465 470 '475 . ' 480 

Gly lie Asn lie Glu Ala Ala Ala Leu Thr Gin Ala Glu Lys- Gly Asp 
485. 490 495 

Gly Ala Val Leu lie Leu Arg Val Glu Scr Ala Val Ser Glu Glu teu 
500 £05 , . ' , 510 

Glu Ala Glu Xle Asn AD a Glu Leu Gly Ala Thr Ser. Phe Gin val Asp 
515 . 520 525 

Leu Asp , , . 
530 



15 
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Forsctiungszentrum Juiicb GmbH 
PT 1 .20.02/ka-ba-pf 



36 



Pat. entansp ruche 





1. Nukleinsauren codierend . fur eine deregulierte 

3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase enthaltend' ein Gen 
sexA gema.fi SEQ ID No 1 oder ein Allel, Homolog oder 
Derivat dieser Nukieotidsequenz oder mat dieser 
5 hybridisierende Nukleotidseguenzen - 

2. Nukleinsauren codierend fur eine deregulierte 

3. -Phosphoglycerat -Dehydrogenase enthaltend ein Gen 
. serA gemaS SEQ ID No 2 oder ein Allel, Homolog oder 
Derivat di'eser Nukieotidsequenz oder mit dieser 
10 hybridisierende Nukieotidsequenz eh. 

3. Nukleinsauren- codierend fur. eine deregulierte 

.3 -Phosphoglycerat- Dehydrogenase enthaltend ein Gen 
serA gem^S SEQ ID No 3 oder ein Alle.l / Homolog oder 
Derivat dieser Nukieotidsequenz oder mit dieser 
15 hybridisierende. Nukleotidsequenzen. 

v 

" '4. Nukleinsauren codierend fur eine deregulierte 

3 -Phosphoglycerat-Dehydrogenase enthaltend ein Gen 
ser& gemafi SEQ ID No 4 oder ein Allel, Homolog oder 
' Derivat: dieser Nukieotidsequenz oder mit dieser 
20 hybridisierende Nukleotidsequenzen. 

5. Nukleinsauren codierend fur eine deregulierte ■ • 
3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase enthaltend ein Gen 
se rA gemaiS SEQ ID No 5 oder ein Allel, Homolog oder 
DerLvat dieser Nukieotidsequenz,' oder -rnit dieser 

25 hybridisierende Nukleotidsequenzen. 

6. Nukleinsauren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , 
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dass.sie aus coryneformen Bakterien isoliert wer- 
den.. 

7. Nukleinsauren nach einem der Ansprttche 1 bis 6, 
dadurch gekermzeichnefc , 

5 dass sie aus. CorynebacteriUm oder BrevibacteriurcT i- 

solierfc werden.. 

8. Nukleinsauren nach- einem der AnsprtiGhe 1 bis 7, ' 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie- aus Corynebacterium glutamicum oder Brevi- 
10 . . bacterium f lavum isoliert werden - . 

9. Genstruktur enbhaltend wenigstens eine Nukleotidse- 
querns geraafi d'en Ansprucheri 1 bis B sowie mit diesen 
operativ verknupfte regulatorische Sequenzen.- 

JO. vektor enfchaltend wenigstens eine Nukleotidsequsnz 
15 geraaS'Anspruch 1 bis 8 oder eine Genstruktur gemaS 

. Arisprugh 9 sovie zusatzliehe Nukleotidseqcuenzen zur 
Selektion, zur R6plikation in der Wirtszelle oder 
zur' Integration in das Wirtszell-Genom. . 

11, Deregulierte 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase, oder 
20 ein Teil'davon, codicrt durch eine Nukleinsaurese- 

quenz gemaS'einem der Anspruche 1 bio a. 

12- Deregulierte 3 -Phosphoglycerat-pehydrogenase nach 
Anspruch 11,. 

mit einer Amlnosauresequenz, 
25 gemafi 53 EQ ID No 7 oder ,. einer modif izierten Form j 

dieser Polypeptidsequenzen oder Isoformen davon. J , 

13 . Deregulierte 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase nach 
Anspruch 11, ' 
mit einer Aminosauresequenz , 



a tiim 10 07.0? 15:56 FAXG3 Nr: 546136 von NVS:FAXG3.I0.0201/0 (Seite 58 von 70) 



10 JUL '02 16:22 FORSCHUNGSZENTRUM JUELICH GMBH S. 59/70 

I0.07.2p02 

Forschiingezeptrum JQlich QmbH , 

PT 1.2002/ka-ha-pf , 

.•»•»• 38 

gemaS SEQ ID No B oder einer modif izierten Form 
dieser Polypeptidsequenz Oder Isoform davon. 

14. Deregulierte 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase nach 
Aiispruch 11/ 

5 m±t einer Aminos&uresequen2, . 

gemaS SEQ ID Wo 9 oder einer modif izierten Form • 
' • dieser Poiypeptidsequenz oder Isoform davon. 

15. Deregulierce 3 -Phosphoglycerat -Dehydrogenase nach. ^ , 
Aiispruch. 13., 

10 mit einer Aminosauresequehz r 

gemaS SEQ ID No 10 oder .einer modif izierten Form 
dieser Polypeptidsequenz oder Isoform davon, 

16 . . Deregul ierte 3 -.Phosphoglycerat -Dehydrogenase nach 
' Anspruch 11, . 

\ - 
15 mlt einer Aminosauresequena, ' 

gemaS SEQ ID No 11 oder einer modif izierten Form . • 
dieser Polypeptidsequenz oder Isoform davon. 

17. Polypeptide nach einem der Anspruche 11 bis IS, 
dadurch gekennzeichnet , 

.20 daS sie aus corynef ortnen Bakterien stammen. . 

18. Polypeptide nach' einem der .Anspruche 11 bis 17, • 
•dadurch gekennzeichnet, ■ '. 
daS sie aus Corynebacterium oder Brevibacterium 

stammen. < 

» 

' 25 19- Polypeptide nach. einem der Anspruche 11 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie aus Corynebacterium glutamicum oder Brevi- 
bacterium flavum stammen. 
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. 40 

dass sie ausgehend von Nuklelnsauren gemafc einem 
' der Anspriiche 3 bis 8 hexgestellt wird und eine zur . 
Detection geaignete Markierung enthalt, 

27. verfahren zur fnikrobiellen Herstellung von L-Serin, 
5 dadurch gekenniseichnet , daS 

a) wenigstens eine Nukleinsaure gemalS einem der Anspru- 
• chel bis 8 isoliert aus einem coryneformen Bakteri- 

um in einen Mikroorganismus' ttbertragen wird und.dort 
exprimiert wird, wobei die Genexpression und/oder 
10 die Aktivitat des entsprechend, codierten Polypeptids 

gegenuber dem entsprechend nicht genetisch verander- . 
ten Mikroorganismus erh6ht ist, 

b) dieser genetisch veranderte Mikroorganismus aus 
Schritt b) zur mikrobiellen Herstellung eingesetst 

i 

15 wird und 

c) das entsprechend gebildete L-Serin aus dem Kulturme- 
dium isoliert wird- 



\ ^ 
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